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Eres Lo que tu mAs profundo
y Vigoroso deses Es.
Como es tu deseo, Es tus voluntad.
Como es tu Voluntad, Son tus Actos.

Como son tus Actos, Es tu destino.
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RESUMEN

A la Radiacion lonizante (RIl) se le clasifica como un agente mutagénico vy
carcinogénico por los efectos abservados a nivel celular, originando mutaciones
puntuales y rompimientos cromosémicos en cualquier fase del ciclo mitdtico o
meiodtico e induccidén de la transformacién de células normales a células
cancerosas. Los efectos en la salud ocasionados por las dosis altas de Rl estan
claramente identificados pero los efectos a dosis bajas son dificiles de demostrar

y aun continuan en debate

Mediante estudios epidemiologicos, clinicos y técnicas de biologia molecular, fue
factible caracterizar y asociar a sindromes de tipo hereditario con una
predisposicion al cancer originada por la sensibilidad individual a diferentes
mutagenos. Uno de estos sindromes es Ataxia Telangiectasia (AT), una
enfermedad autosémica recesiva causada por mutaciones en el gen ATM,
caracterizada por presentar ataxia cerebelar progresiva, telangiectasia ocutar,
inmunodeficiencia, inestabilidad cromosémica, sensibilidad a la Rl e incremento
en la incidencia de cancer. La proteina ATM se caracteriza por detectar la senat
de la ruptura de la doble hebra del ADN y regular directamente los multiples
caminos de senalizacion celular para iniciar el mecanismo de reparacion. La
incidencia de pacientes con AT es 1 en 40 000 a 1 en 300 000 por nacimiento
dependiendo de la poblacion estudiada, se ha reportado que el 38% de pacientes
AT desarrollan alguna neoplasia en su vida. Los portadores heterocigos del gen
ATM constituyen del 0.35 al 1% de la poblacibn mundial, presentan elevada
radiosensibilidad e incremento en el riesgo de padecer cancer, se ha observado
que el 8% al 18% de los pacientes con cancer de mama son heterocigos para el
gen ATM.

En el presente trabajo de investigacion se evalué la sensibilidad de seis lineas
celulares linfoblastoides para el gen ATM: una homoéciga recesiva, cuatro
heterécigas y una silvestre. Las lineas celulares linfoblastoides AT se irradiaron
con particulas B una fuente radiactiva %°Sr-*Y durante un periodo de 17 min 18 s
para obtener una dosis de 0.12 Gy. En la evaluacién de |a citotoxicidad de la Rl se

utilizo la técnica de tincidn dual con una solucion de diacetato de fluoresceina-



bromuro de etidio (FDA-BrEt). Para el andlisis del efecto citostatico se determind
la frecuencia de células mononucleadas, binucleadas y polinucleadas, al calcular
el indice de divisién nuclear (IDN) y el efecto genotéxico se analizé al contar
micronucleos (MN) en 1000 células binucleadas mediante el bloqueo de la
citocinesis con Citocalasina-B (cyt-B). Tanto el IDN como los MN se determinaron

como biomarcadores de dafo al ADN.

Los resultados en la evaluacion de los efectos de la RI, mostraron diferencias en
la sensibilidad a los efectos genotoxicos ocasionados por la dosis bajas de R! en
las lineas linfoblastoides con mutaciones en el gen ATM. Se observé mayor
sensibilidad en la linea homdciga recesiva y en dos lineas heterécigas. Los datos
obtenidos muestran que las lineas linfoblastoides heterécigas tienen diferente
sensibilidad a los efectos genotdxicos producidos por dosis bajas de radiacion.
Dos de las lineas estudiadas se comportaron como las células silvestres y dos
como homacigas recesivas, lo que indica que ATM si esta siendo funcional en las
primeras, mas no en las segundas. Cabe senalar que los datos obtenidos implican
que entre los individuos heterocigos pudiera haber quienes sean sensibles a dosis
bajas de R! y tengan un mayor riesgo de desarrollar cancer cuando sean

expuestos a procedimientos de diagnéstico radiologico que utilizan dosis bajas.



ABSTRACT

lonizing radiation (IR) is classified as a mutagenic and carcinogenic agent due to
its effects on DNA. It produces point mutations and chromosome breaks in any
phase of the mitotic or meiotic cycle, and contributes toward the malignant
transformation of normal cells. The heaith effects of high IR doses have been
clearly identified but the effects of low doses are difficult to demonstrate and

therefore currently under debate.

Ataxia Telangiectasia (AT) is one of the “Inestability Chromosome Syndromes”
characterized by high radiosensitivity and increased cancer incidence. Cell lines
obtained from AT patients and carriers represent an interesting cell model to study
the effects of low IR doses. AT is an autosomal recessive disease caused by
mutations in gene ATM. The ATM protein is able to detect the production of DNA
double strand breaks and regulates the cellular signaling which initiates DNA
repair. Although the incidence of patients with AT is relatively small, the

heterozygote carriers constitute 0.35 to 1% of the world-wide population.

The aim of our study was to evaluate the sensitivity of six lymphoblastoid lines:
one homozygous for ATM, four heterozygous and one possessing wild genes. AT
cell lines were treated with 0.12 Gy. This low IR dose was achieved by irradiating
cells with R-particles from 2Sr-*Y radioactive source during 17 min 18 s.
Citotoxicity was determined using the FDA method. The Micronucleus
Cytochalasin-B Assay was carried out to measure citostaticity and genotoxicity.
The frequency of mononucleated, binucleated and polynucleated cells was
determined in 1000 cells, and the nuclear division index (IDN) calculated to
establish the citostatic activity. Micronuclei (MN) were counted in 1000 binucleated

cells to evaluate the potential genotoxicity.

Differences in the amount of MN induced by the low dose of radiation were found
in the ATM lymphoblastoid cell lines. The greatest sensitivity was observed in the
recessive homozygous cell line and two of the heterozygous cell lines, while the
other two heterozygous cell lines behaved like the wild-type cells. These results

indicate the lack of ATM functionality in the first group, but at least its partial

1i



functionality in the second group of heterozygous cells. Data suggest that some
heterozygous individuals might be more sensitive to low doses of IR, thus having a
greater susceptibility to develop cancer when exposed to diagnostic radiological
procedures, which due to their use of tow IR doses, do not represent a risk for

individuals having functional DNA repair capacities.
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|. ABREVIATURAS
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADNPK: Proteina cinasa dependiente del ADN.
AF: Anemia de Fanconi.
ARN: Acido ribonucleico.
AT: Ataxia Telangiectasia.
ATM: Ataxia telangiectasia mutado.
ATR: Ataxia telangiectasia relacionado con Rad3.
BRCA1: Primer gen relacionado a cancer de mama.
BRCA2: Segundo gen relacionado a cancer de mama.
BrEt: Bromuro de etidio.
Bq: Becquerel
CBN: Células binucleadas.
Ci: Curie
Chk: Cinasa dependiente de ciclinas.
CMN: Células momonucleadas.
CPN: Células polinucleadas.
Cyt-B: Gitocalasina-B.
DL soe0: Dosis letal media.
DMSO:; Dimetilsulfoxido.
erg: Ergio
FA-B: Anemia de fanconi-B.
FA-D1: Anemia de fanconi-D1.
FANCB: Gen Fanconi-B.
FANCD2: Gen de Fanconi-D2.
FAND1: Gen de Fanconi-D1.
FDA: Diacetato de fluoresceina.
GADDA45: Proteina reparadora de dafo.
Gy: Gray
ICRP: Comisién Internacional de Proteccién Radioldgica
International Commission on Radiological Protection).
IDN: indice de Division Nuclear.
Ig: inmunoglobulina.

inv: Inversion.

(acrénimo  de
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J: Joule

LET: Transferencia Linea) de Energia

mARN: Acido ribonucleico mensajero.

MN: Micronucleos.

MRE11: Complejo formado por RADSO/NBS1/MRE 11

MRN: Complejo formado por MRE11, RAD50 y NBS1.

mSv: mili Sievert.

N: Numero total de células.

NF-Kb: Factor nuclear kappa beta

NTC: Numero Total de Células.

PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos (acrénimo de Solution Buffer

Phosphate).

PI3K: Cinasa 3- Fosfato Inositol.

P53: Proteina 53

Rad: dosis absorbida de radiacién (acronimo de radiation absorbed dose).

RBE; Eficacia biolégica relativa (acrénimo de relative biological effectiveness).

rem: Roentgen equivalente para el hombre (acrénimo de roentgen equivalent

man).

RI: Radiacion ionizante

RPA: Proteina A de replicacion.

Rpm: Revoluciones por minuto

SB: Sindrome de Bloom.

Sl: Sistema Internacional de Pesos y Medidas

SIC: Sindromes de Inestabilidad Cromosdmica.

SN: Sindrome de Nijmegen.

Sv: Sievert

t: Traslocacion.

UNSCEAR: Comité Cientifico de la Naciones Unidas para el Estudio de los
Efectos de las Radiaciones Atémicas (acronimo de United Nations
Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation).

UV: Ultra violeta.

VEB: Virus Epstein Barr.

XP: Xeroderma Pigmentosum.
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Il. INTRODUCCION

Il. 1. Radiactividad.

La radiactividad es la transformacién espontdnea de los nucleos, con emision de
radiacion ionizante (Rl) a través de diversos procesos (Khan, 2003). En 1896
Henri Becquerel, mientras estudiaba cristales fluorescentes, descubrid que las
sales de uranio emiten radiaciones capaces de atravesar materiales opacos a la
luz ordinaria y dejar una impresion en las placas fotograficas. Inicialmente pensé
que el fenédmeno se debia a la exposicion previa a la luz solar, pero pronto se
percaté de que los cristales no expuestos también emitian, en forma espontanea,
esa radiacion y que era capaz de ionizar el aire. Posteriormente los esposos
Pierre y Marie Curie, estudiaron el fenomeno y descubrieron otros elementos con
propiedades similares a las del uranio, a los que denominaron polonio y radio
(Iturbe y col. 2005).

En 1902 Ernest Rutherford y Frederick Soddy, propusieron un modelo que
describe el fenomeno de la radiactividad. ldentificaron tres tipos de radiacién
nombrados por ellos como alfa (a), beta (3) y gamma (y). Rutherford observé que
en presencia de un campo magnético la radiacion a se desviaba en direccion
contraria a los electrones y en menor grado, con lo cual concluyé que estaba
cargada positivamente y que deberia de estar formada por particulas pesadas,
posteriormente verificO que son idénticas a los nucleos de helio. También observd
que [a radiaciéon 3 es idéntica a los electrones, ya que en presencia de un campo
magnético se desvia en ta misma direccion y proporcién que éstos. Varios anos
después se descubrid que la radiacion y es radiacion electromagnética igual que

los rayos X, pero de diferente energia (Hall, 1994).

En 1910 se tenian identificados a 40 elementos con esta propiedad y los llamaron
radioelementos o elementos radiactivos, todos los elementos tenian un nimero
atémico mayor que 83, también se percataron de que al emitir las radiaciones se
transformaban en otro elemento, confirmandose que de un mismo elemento

existian isétopos estables y radiactivos (Greening, 1981).



La radiactividad es un fendémeno que se origina en el nucleo de los atomos
radiactivos, los nucleos que tienen un exceso de protones transforman uno de
ellos en un neutrén emitiendo una particula R positiva, los que tienen exceso de
neutrones emiten una  negativa transformando un neutrdn en protén, los nucleos
pesados se deshacen silmutdneamente de dos protones y dos neutrones
emitiendo una particula a, algunos pasan de un estado excitado a otro mas
cercano al estado base, emitiendo fotones y. Asi mediante una o varias
transformaciones sucesivas, los nuclidos radiactivos se van acercando a la
condicién mas estable. A este proceso se le denomina transformacién radiactiva
(Khan, 2003; Hall, 1994; Chang, 1998).

11.1.1. Particulas Alfa (a).

Son nucleos de “He (dos protones y dos neutrones) emitidos espontaneamente
por nucleos radiactivos. Son poco penetrantes auque muy ionizantes, transfieren
bastante energia en cada choque y son detenidas por unos cuantos centimetros
de aire o incluso por una hoja de papel. Toda la energia que transportan queda
depositada en un volumen pequefo del material irradiado y son desviadas por

campos eléctricos y magnéticos (Khan, 2003; Hall, 1994).

I1.1.2. Particulas Beta (R).

Son electrones que transfieren poca energia en cada choque y por esto necesitan
varios choques para delenerse, son mas penetranies que la radiacién a porque su
poder jonizante es menor. Se requiere al menos un metro de aire o algunos
milimetros de aluminio para que se detengan, y la energla que depositan en el
material queda menos concentrada que al irradiar con las particulas a (Khan,
2003; Hall, 1994).

1.1.3. Rayos Gamma (7).

Son ondas electromagnéticas, es el tipo de radiacién mas penetrante debido a

que atraviesa materiales mas gruesos que las particulas a y B, se necesitan



varios centimetros de plomo o de concreto para atenuarlas. Como no poseen carga,

los campos eléctricos y magnéticos no los afectan (Khan, 2003; Hall, 1994).

Figura 1. Poder de penetracidn de particulas alfa (a), beta () y gamma (y)

(http://es.wikipedia.org).

I1.2. Radiacién Natural.

Se estima que el 70% de la radiaciéon a la que la poblacion del planeta tierra esta
expuesta proviene de fuentes naturales y procede del aire, fos alimentos, la corteza

terrestre y del espacio (Iturbe y col., 2005).



La cantidad de radiacion natural recibida por un ser humano es relativamente
similar en todas partes del planeta. Se pueden distinguir dos mecanismos
principales de irradiacion. Externa, cuando la radiacién proviene de fuera del
cuerpo, € interna, cuando el elemento radiactivo emisor ha sido ingerido o
inhalado, y por lo tanto se encuentra ubicado dentro del cuerpo del individuo
(Brandan y col., 1991).

1.3. Radiacion Artificial.

En el siglo XX la humanidad logré sintetizar elementos radiactivos artificiales en
reactores nucleares o aceleradores, la irradiacion que recibe el ser humano de
ellos constituye aproximadamente el 20 % de la irradiacion total promedio en el
mundo actual (Brandan y col., 1991). La gama de elementos radiactivos creados
artificialmente en reactores nucleares y aceleradores es muy grande y ha
permitido estudiar practicamenie todos los isdlopos asociados a los elementos
naturales. Los elementos radiactivos artificiales, al igual que los naturales,
también finalizan decayendo en un nlcleo estable al cabo de cierto tiempo (Hall,
1994).

}1.4. Radiacion lonizante.

La RI es el flujo de las particulas cargadas (particulas a, particulas o iones
acelerados) o de particulas no cargadas (neutrones, rayos X y fotones y) que
jonizan la materia y que proceden de los atomos radiactivos, es decir ionizan a
otros atomos, desplazando los electrones de sus orbitas (Hall, 1994). Si se
imparte la suficiente energla sobre la materia se produce una ionizaciéon, en la
cual un electrén queda liberado del dtomo, formandose dos iones, uno positivo
que es el atomo al que se le ha arrancado el electrén y uno negativo que es el

electrén liberado (Greening, 1981).

I1.5. Interaccion de la Radiacion lonizante con la Materia.

La radiacién que proviene de algun proceso de transformacion radiactiva o de

aceleracion incide sobre la materia, ia energia que transporta se deposita en el



medio a través de varios procesos, cuyo resultado es la ionizacién y excitacién de
los atomos que constituyen el medio (Hall, 1994; Rodriguez, 2003). La interaccion
de la Rl con la materia depende del tipo de radiacion, de su energia y del medio
en el que incide (Khan, 2003).

Cuando las radiaciones interaccionan con la materia viva se producen fenémenos
fisicoquimicos, como la ionizacion y la excitacion. El efecto de la ionizacion es
mucho mas significativo que el de excitacion, en ambos procesos ocurre una
transferencia de energia. La energia promedio depositada por unidad de longitud
de trayectoria se denomina Transferencia Lineal de Energia (LET), de manera
que una radiacion que produce pocos eventos de ionizacién por unidad de
longitud de trayectoria (ligera ionizacién) se le denomina de baja LET como los
rayos y, X y particulas f3; mientras que las particulas con mayor carga y baja
energia, que producen una gran densidad de ionizaciones en su camino, se
denominan de alta LET, como las particulas a y los protones, por lo tanto

producen mayor efecto o dano bioldgico (Iturbe y col., 2005).

I1.5.1. Radiacion Directamente lonizante.

Es el lipo de radiacion en el que la fuerza electromagnética de las particulas
cargadas incidentes interacciona con los electrones y nucleos del medio. La
accion mutua de sus campos eléctricos permite una transferencia de energia de
manera directa, gradual y continua (Rodriguez, 2003). Es decir, interacciona de
manera directa con la molécula blanco (Khan, 2003). Cuando son de baja energia

se caracterizan por ser de alta LET (Greening, 1981).

11.5.2. Radiacién Indirectamente lonizante.

Es el tipo de radiacién constituida por particulas no cargadas, no existe la fuerza
electromagnética que permita la interaccién a distancia, por lo cual interacciona
mediante un proceso de choque en el que se alteran drasticamente las
condiciones iniciales (Rodriguez, 2003). Es decir al atravesar la materia producen

particulas cargadas o su energfa se transfiere a uno o varios elecirones, las



cuales son las que ionizan a otros atomos (Khan, 2003), se caracterizan por ser
de baja LET (Greening, 1981).

11.6. Unidades Utilizadas en Radiacién (NCRP, 1987; ICRU, 1998).

Actividad de una muestra es el numero de nucleos que sufren un decaimiento
radiactivo en cada unidad de tiempo. La unidad fundamental de la actividad es el
Curie (Ci), un Ci corresponde exactamente a 3.7 x 10’ desintegraciones
nucleares por segundo. La unidad de la actividad aceptada por el Sistema
Internacional de Pesos y Medidas (Sl), que equivale a una desintegracion por

segundo, es el Becquerel (Bq):

1Bq=1s"
1Ci=37x10"Bq
1Bq=2.7x10" Ci

Para caracterizar el efecto de la radiacion sobre la materia viva o inanimada, se

definen magnitudes como:

- La dosis absorbida, que es la cantidad de energia que la radiacién deposita en
una unidad de masa del material irradiado (Hall, 1994). La unidad aceptada por el
St es el Gray (Gy), que es el depdsito por radiacion ionizante de 1 J en un

kilogramo de materia irradiada.

1 Gy =1 J/kg
1 Gy = 100 rad.
1 rad = 100 erg/g.

- La dosis equivalente se utiliza para determinar el dafo biologico especifico que
producen las diversas radiaciones en el organismo, corrige la dosis absorbida
respecto al tipo de radiacién (Morgan y Turner, 1967). La unidad que se empleaba
era el rem (acrénimo de roenigen equivalent man), la unidad designada por el S,

es el Sv.



1rem =102 Sv
18v=1Gy=1Jkg=100rems

- La dosis efectiva, determina el efecto biolégico de la radiacién que depende de
la region del cuerpo que se haya irradiado y del tipo de radiacion. Por esta razon,
el rad a menudo se multiplica por un factor llamado RBE (acrénimo de relative

biological effectiveness), el producto se llama rem (Chang, 1998).
1rem = 1rad x RBE

La RBE se determina por el factor de calidad dependiendo del tipo de radiacién,

asi se tiene:

Para los rayos X, electrones y rayos y su RBE es 1, son equivalentes:

1rad =1rem

Para los neutrones térmicos es 5.

Para neutrones y particulas cargadas pesadas es 20 (NCRP, 1987; ICRP, 1991).

11.7. Efecto de la Radiacion lonizante en la Saiud.

Han transcurrido mas de cien afos de manejo y aprovechamiento de la RI,
durante los cuales se ha mantenido el interés por estudiar los efectos en la salud,
las aplicaciones médicas y bélicas han estimulado fuertemente estos estudios
(Iturbe y col., 2005). Las primeras manifestaciones de los efectos de las Rl sobre
los tejidos humanos, se observaron poco tiempo después del descubrimiento de
los rayos X (1895) y de la radiactividad natural (1896). La evidencia clinica de los
danos en la piel indicé que las radiaciones pueden ser peligrosas, por lo que se
inicid el estudio de sus efectos en los seres vivos. Posteriormente se descubrid
que la exposicion a la Rl de las células germinales afectaba a los descendientes
(Hall, 1994). |

Las alteraciones producidas en el organismo por debajo de 1Gy son reversibles,

conforme aumenta la dosis se incrementa la severidad de éstas y la recuperacién



del individuo se dificulta (Brandan y col., 1991). La dosis a la cual se produce un
50% de decesos se denomina Dosis letal media (DL syg0), que significa que se
espera el fallecimiento del 50% de los individuos expuestos en 60 dias (lturbe y
col., 2005). El valor de la DL para un ser humano adulto sano y una irradiaciéon
aguda se estima entre 3 y 5 Gy, si la dosis se incrementa a méas de 7 Gy
disminuyen las esperanzas de sobrevivir. Con dosis de 10 Gy se produce la
perforacién del intestino que da lugar a una peritonitis y a septicemia. Con 50 Gy
se produce shock nervioso, edema y hemorragia en el sistema nervioso central,
asi como la muerte en pocas horas. Estos efeclos ademas de depender de la
cantidad y de la duracion de la Rl recibida también dependen de factores

personales como: sexo, edad, estado de salud y nutricion (Brandan y col., 1991).

Los efectos de la Ri en los seres vivos se pueden clasificar (Hall, 1994; Khan,
2003, Rodriguez, 2003; Suntharalingam y col., 2004):

- Por el tiempo de aparicion, pueden ser lesiones precoces, cuando el efecto
aparece en minutos u horas después de la exposicion. Ej. Eritema cutaneo,
nauseas. Lesiones tardias, cuando aparece en meses y anos después de la

exposicion, como el cancer, la radiodermatitis crénica y las mutaciones génicas.

- Ef efecto bioldgico ocurre en las células somaticas o en las reproductivas. Las
lesiones somaticas que se manifiestan en el individuo son eritemas, quemaduras
de piel y cancer, entre otros. El dafo en las células germinales no se manifiesta
en el individuo expuesto, sino en su descendencia, produciéndose mutaciones

genéticas.

- Por la dosis, los efectos pueden se deterministas, cuando son producidos por
dosis altas, la aparicion de los efectos se originan si la dosis absorbida rebasa un
valor umbral, esto es un valor de la dosis por debajo del cual no se produce el
efecto. Son resultado de diversos procesos, en particular de fa muerte cefular y
deficiencias en la division celular. Estos efectos pueden ser desde enrojecimiento
de la piel, malestar general y vomito, hasta la esterilidad, las cataratas y danos

irreversibles en los tejidos hematopoyéticos y el tracto gastrointestinal, cuya



consecuencia puede ser fatal. En general la severidad del dano depende de la

dosis absorbida.

Por otra parte los efectos estocasticos son de naturaleza aleatoria, producidos por
dosis bajas, no tienen un valor de dosis umbral y se manifiestan mucho tiempo
después de la exposicion; su probabilidad de aparicion se incrementa al aumentar
la dosis absorbida, la severidad del dafo no depende de la dosis absorbida. Son
consecuencias de alleraciones en el acido desoxirribonucleico (ADN) de las

células y entre estos efectos se encuentra los diferentes tipos de cancer.

I1.8. Etapas de la Accién Bioldgica de la Radiacion lonizante.

El efecto biolégico de la Rl resulta principalmente del dano al ADN, el cual es un

blanco critico (Hall, 1994). La RI actua a través de tres etapas denominadas:

1.8.1 Etapa Fisica:

Se produce por la interaccion de los electrones orbitales con las particulas o los
fotones que constituyen el haz de la R, los electrones secundarios formados en la
interaccion, ionizan y excitan a otros atomos provocando una cascada de
ionizacion (Hatl, 1994). La RI al incidir sobre la materia viva puede producir dos
tipos de efectos, los efectos directos son consecuencias de las ionizaciones que
se producen en los atomos que forman las moléculas del ADN, acido ribonucleico
(ARN), proteinas, enzimas, etfc (lturbe y col., 2005). Este tipo de efecto provoca la
ruptura de las moléculas del ADN o los cambios en la informacion genética que
afecten el funcionamiento normal celular. Es un fenémeno dominante en las
radiaciones con alta LET como las particulas a y los neutrones que inciden
directamente sobre los atomos de las moléculas. Los efectos indirectos se
producen cuando interaccionan el haz de la radiacién con otros &tomos y
moléculas de la célula como el agua, pudiéndose ionizar estas moléculas o
romperlas originando radicales libres (atomos o moléculas con un electrén no
apareado) ambos tipos de productos son capaces de reaccionar entre si o con
otras moléculas, que al difundir hasta la molécula de ADN, la dafan de manera
indirecta (Hall, 1994; Khan, 2003).



11.8.2. Etapa Quimica (Khan, 2003; Chang, 1998):

La radiacion de particulas a, B o de rayos y puede quitar electrones a los atomos y
moléculas que se encuentren en su trayectoria, formando asi iones y radicales.
Los radicales libres son fragmentos moleculares que tienen uno o0 més electrones
desapareados, casi siempre tienen una vida corta y son muy reactivos. Por
ejemplo cuando el agua se irradia con particulas 3 se produce la siguiente

reaccion:

H.,0 Radiacion H,0" + &
—

H,0" + H,0 —  H30' + ‘OH (radical hidroxilo)

El electron en (su forma hidratada) puede reaccionar después con el agua o con
un i6n hidrogeno para formar hidrégeno atémico, y con el oxigeno para formar el

ion superoxido, O, (un radical):
e+0, —» Oz-

Los iones superdxido y otros radicales libres atacan las membranas celulares de
los tejidos y una gran variedad de compuestos organicos, como enzimas y
molécutas de ADN. Los compuesios organicos mismos pueden ionizarse de

manera directa y destruirse por la radiacién de alta energia.
11.8.3. Etapa Biolégica:

Se inicia con la activacién de tas reacciones enzimaticas para reparar los diversos
danos producidos en la célula por la Rl, dependiendo de la zona que afecte, si la
molécula ionizada es parte de la membrana celular es posible que cause la
muerte de la célula (que sera remplazada por otra), si es parte de un organelo
citoplasmatico ésta puede llegar a destruirse y sus funciones serian asumidas por
alguna estructura similar, y si el dafio fuese en el ADN del nucleo celular, parte de
fa informacion almacenada de los genes puede modificarse o perderse y dar fugar
a mutaciones (lturbe y col., 2005). El dafo a nivel del ADN se manifestara en la

siguiente mitosis, cuando fa célula intente reproducirse, es posible que no se lleve
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a cabo la mitosis y la célula muera sin dejar descendencia, pero también es
posible que el gen dafiado esté relacionado con la reproduccién de esta célula y
esta célula como sus descendientes presenten una division descontrolada dando
lugar a un tumor. Debido a la complejidad del proceso de replicacion celular y a la
necesidad de precision al transmitir el cédigo genético, una célula es méas sensible
a los efectos de la Rl durante la mitosis que en otras etapas del ciclo celular
(Brandan y col., 1991).

Las interacciones de la R, pueden traducirse en alteraciones en la bioquimica
celular, en las cadenas de carbohidratos, en los cambios estructurales en las
proteinas y en las modificaciones de la actividad enzimatica; lo que repercute en
las alteraciones de la membrana celular, en las mifocondrias, en el nucleo celular

(ADN) y en los organelos celulares (lturbe y col., 2005).

11.9. Radiosensibilidad.

Esta definida en términos de la rapidez con que se manifiestan los dafos, es la
magnitud de respuesta de las estructuras bioldgicas, provocada por la Rl. Se
define como mas sensible un elemento biologico cuanto mayor es su respuesta a
una dosis determinada de la RI, y como radioresistente cuando necesita mayor
dosis de la Rl para que se obtenga un efecto determinado (Suntharalingam y col.,
2004).

La mitosis es la etapa del ciclo celular mas sensible al dano inducido por fa RI, las
células menos sensibles son las mas diferenciadas, con funciones especificas y
que se dividen poco o ya no se dividen, como las del musculo estriado y las
neuronas, asi como las células de vida corta que representan la ultima etapa de
un proceso de diferenciacion, como los granulocitos y los eritrocitos. Las células
mas sensibles a los efectos de la Rl son ias células germinales, las demas células
con etapas de estabilidad y etapas de reproduccidn alternadas, tienen una

radiosensibilidad intermedia (Brandan y col., 1991).

En la clinica uno de los primeros reportes de radiosensibilidad a dosis bajas fue

en 1967. En este, un nifio que sufrfa de ataxia telangiectasia recibié radioterapia
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para el cancer oral que padecia, sufriendo de severas quemaduras.
Posteriormente estos pacientes fueron calificados como sensibles a la R
(Cuncliffe y col., 1975).

I1.10. Lesiones del ADN por la Radiacién lonizante.

La sensibilidad a la Rl a nivel celular se manifiesta en la incapacidad de detener el
ciclo celular cuando la célula presenta un dano al nivel del ADN (Loeffler y col.,
1990).

Las lesiones que se pueden producir son: la ruptura de una de las cadenas que
forman el ADN (lesion subletal) cuando el dano ocurre en el enlace fosfodiéster
(entre el fosfato y la desoxirribosa) o con mayor frecuencia entre la base
nitrogenada y la pentosa, después de la ruptura del enlace fosfodiéster las dos
hebras del ADN se separan con penetracién de moléculas de agua en esa zona,
rompiéndose los puentes de hidrogeno entre las bases. También se puede
producir ruptura de la cadena doble (lesion letal), que es una lesion compleja y se
produce como consecuencia de la ruptura de las dos hebras del ADN en sitios
muy préximos después de la interaccidn unica o por combinacién de dos rupturas
simples de cadenas complementarias, cuando una segunda particula o fotén
choca en la misma regidén del ADN antes de que la primera ruptura simple haya
tenido tiempo de ser reparada (Hall, 1994; Khan, 2003).

.11, Cancer y la Radiacién lonizante.

Desde hace mucho tiempo se conoce que la exposicion a dosis altas de Rl puede
inducir cancer en seres humanos y animales. El cancer es una enfermedad en la
cual se altera la divisién normal de las células, por lo que se producen tumores, el
crecimiento descontrolado del tumor altera el funcionamiento normal del érgano
en que se encuentra (Alberts y col., 2002). Por otra parte, esta bien establecido
que las células (nomales y cancerosas) se pueden destruir por radiacion con
tratamientos apropiados. Esta terapia consiste en exponer al enfermo a una

radiacién suficiente y especialmente controlada para acabar con las células
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cancerosas sin danar demasiadas célutas normales y tratando de evilar la

induccién de otros canceres (Chang y col., 1997).

Estudios epidemiol6gicos han establecido que ciertas caracteristicas bioldgicas
como el género, la edad y la historia familiar, junto a otras caracteristicas
ambientales, pueden actuar como factores de riesgo en atgunos tipos de canceres
(Cardis y col,, 2005). Un factor de riesgo puede ser la RIl, que se utiliza
ampliamente para la deteccion temprana y ia terapia contra el cancer (Brandan y
col., 1991). Se ha observado que familias con antecedentes de cancer presentan
diversas mutaciones especificas en genes de susceptibilidad que elevan
considerablemente el riesgo de desarrollar cancer (Scott y col., 2002). La
exposicion a la Rl induce al desarrollo de leucemias y de ofros lipos de canceres,
los cuales presentan periodos de latencia muy largos, aproximadamente de 10
afos para las leucemias y mas de 30 anos para los tumores solidos (Frischknecht
y col. 2000). Se ha observado que la médula ésea es muy radiosensible, y que
otros drganos como las glandulas mamarias, el estdmago, el pulmoén, la tiroides y
los huesos también presentan cierta radiosensibilidad (Pollycove y Maryland,
2001). Si bien la evidencia estadistica de la induccidon de cancer por exposicién a
dosis altas de radiacién es inobjetable, el posible riesgo a dosis bajas es aun

objeto de estudio cientifico y de controversia.

I.12. Dosis Bajas de la Radiacién lonizante.

Los seres vivos estamos expuestos a niveles bajos de Rl, cada ano recibimos
aproximadamente 0.002 Gy, procedenies del sol, las rocas, el suelo y de residuos
radiactivos de pruebas de armas nucleares. No se ha demostrado que la
exposicion a dosis bajas de fa Rl del medio ambiente afecte la salud de los seres
humanos. Sin embargo, los organismos dedicados a la proteccion radioldgica
atilizan la hipotesis conservadora de que incluso dosis muy bajas o moderadas, la
Rl aumenta la probabilidad de desarrollar cancer, y que esta probabilidad
aumenta proporcionalmente con la dosis recibida (hipdtesis lineal sin umbral).
Esta hipétesis explica el modelo de la carcinogésis de la Rl, indicando que un

unico impacto de la Rl en la célula puede causar una alteracion, originando una



mutacidn, que posiblemente sea la primera célula cancerosa de un tumor
(Brenner y Elliston, 2004).

Las investigaciones han brindado las estimaciones relativas del riesgo a
exposiciones de dosis altas y de dosis bajas de la radiacion ionizante (Rothkamm
y Lobrich., 2003). Existen organismos encargados de la proteccion radiologica,
como la ICRP (acrénimo de International Commission on Radiological Protection),
el cual establece medidas fundamentales para la proteccién contra riesgos
derivados de la exposicién a la Rl y establecen lineamientos de seguridad para el
mantenimiento y manejo de las fuentes de radiacién ionizante. Los limites
recomendados son: para personal ocupacionalmente expuesto una dosis efectiva
de 100 mSv (0.1 Gy) en 5 arios (una dosis promedio de 0.02 Gy por ano), para el
publico una dosis efectiva de 1 mSv (0.001 Gy) por ano. Estos limites no se
aplican a las dosis recibidas por exposiciones con fines de diagnostico o
tratamiento médico, ni a las debidas a la radiacién natural (ICRP, 1998,
Rodriguez, 2003).

La estimacion del riesgo para dosis bajas se basé en la extrapolacion de los datos
obtenidos a dosis elevadas, utilizando el modelo lineal sin umbral (Mulfer, 1954).
Este modelo asume que la respuesta celular, incluyendo la reparacion del ADN,
operan eficientemente igual a dosis altas y a dosis bajas de la Rl (UNSCEAR,
2000). Posteriormente la ICRP rechazé este modelo, debido a que no era el mas

adecuado para reflejar los efectos en la salud de dosis bajas.

Actualmente se han desarrollado varios modelos mediante los cuales se pretende
explicar los efectos en la salud de las dosis bajas de la RI. Pierce y Preston
(1996) plantearon dos propuestas: la primera menciona que no existen dosis
completamente seguras y el uso de la Rl se debe determinar en base al
riesgo/beneficio y la segunda propuesta indica que los riesgos no se pueden
medir y por lo tanto son jnexistentes. Segun el UNSCEAR (acrénimo de United
Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation) una dosis baja de

la RI, es aquella menor a 0.2 Gy, con la cual resulta muy improbable que ocurra
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mas de un evento de absorcion de energia en las partes criticas de la célula y que
la dafte durante el tiempo en el que pueden operar en ella sus mecanismos de
reparacion (UNSCEAR, 1985).

En el 2003 Brenner y col. realizaron diferentes extrapolaciones de los datos
epidemiologicos a dosis altas para poder explicar el posible efeclo mutagénico y
carcinogénico de las dosis bajas de fa RI, plantearon 5 posibles modelos. El
primer modelo (curva a) muestra una relacion lineal sin umbral dosis-efecto, es
decir a mayor dosis mayor efecto. En un segundo modelo {(curva b) se observa
una curva supralineal y se ha considerado vartas interpretaciones para este
modelo, la primera interpretacién indica la existencia de una poblacion pequena
de individuos del total de la poblacién que son denominados hipersensibles a la
RI, ta segunda interpretacion se basa en términos de radioresistencia denominada
también respuesta adaptativa, la cual indica que después de una primera dosis de
radiacion (generalmente 0.005 - 0.1 Gy) disminuye (a radiosensibilidad a una
subsecuente exposicion, comprometiéndose probablemente algun mecanismo de
reparacion del ADN, y una tercera interpretacion que explica el efecto bystander,
el cual considera que las células danadas pueden transmitir factores que danan a
las células adyacentes gue no fueron directamente afectadas por la Rl. En un
tercer modelo (curva c¢) no presenta umbral por lo tanto no se puede medir la
dosis minima que produce un efecto. El cuarto modelo (curva d) explica que para
poder observar un efecto se debe superar el umbral. En el quinto modelo (curva
€) se observa una respuesta hormética, {a cual ocurre si una dosis de radiacion
reduce la incidencia de algun efecto deletéreo. Estas propuestas se pueden

observar en la figura 2.
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Figura 2. Representacién esquematica de los cinco posibles modelos de
desarrollar cancer por dosis bajas de la Rl (Brenner y col., 2003).

11.13. Sindromes de Inestabilidad Cromosdémica.

Los Sindromes de Inestabilidad Cromosémica (SIC) son un grupo de
enfermedades generalmente con herencia autosomica recesiva, que presentan un
fenotipo ¢linico caracteristico, una alta frecuencia de alteraciones cromosémicas y

una mayor predisposicién al cancer (Salamanca, 1990).

Una de las caracteristicas moleculares comunes de los SIC es que presentan
deficiencias para mantener la integridad gendémica, que produce una acumulacion
de dano en el ADN, lo cual promueve la transformacion celular y la neoplasia
(Taylor, 2001). También presentan anormalidades estructurales en los
cromosomas que son ocasionadas por la accién de los agentes mutagénicos
como la Rl que produce rompimientos, los cuales se manifestardn en una sola

cromatide si el dano ocurrio después del periodo de replicacién del ADN, o en



ambas cromatides si la lesidon fue sufrida en el periodo presintético (Salamanca,
1990).

En 1968 Cleaver publico un trabajo en el que se da a conocer que fos fibroblastos
en cultivo procedentes de un paciente afectado de Xeroderma Pigmentosum (XP)
no eran capaces de llevar a cabo la reparacién por escision de nucleotidos
después de la exposicion a Ja radiaciéon ultravioleta (UV). Este tipo de trabajo
sirvid para estimular el interés de investigar la respuesta a los agentes
genotdxicos de las células de personas afectadas con distintas enfermedades
hereditarias, en especial con aquellas enfermedades que estan asociadas con

anomalias cromosomicas o con una elevada incidencia de neoplasias.

Los SIC tienen una entidad clinica variable y un incremento en la frecuencia de
neoplasias. Entre ellos se encuentran aquellos en los que la alteracién se ha
encontrado en un solo gen como la Ataxia Telangiectasia (AT), el Sindrome de
Bloom (SB) y el Sindrome de Nijmegen (SN) asi como aquetlos en los que se ha
encontrado que la alteracion se presenta en un gen que pertenece a una via
compuesta por varios genes y presentan heterogeneidad genética como la
Anemia de Fanconi (AF) con 8 genes identificados y el XP con 7 genes
identificados (Salamanca, 1990; Taylor, 2001; Digweed, 2003).

Probablemente los genes de inestabilidad cromoséomica estan involucrados
principalmente en la reparacion del dafo al ADN. Es también importante el papel
que desempefan en la regulacion de la proliferacién y en los puntos de control del

ciclo celular (Taylor, 2001).

Los pacientes con AF, presentan pancitopenia progresiva debido a la disminucién
de medula 6sea, retraso mental, talla baja, anomalias esqueléticas,
hiperpigmentacion, anomalias renales, genitales y oculares. Las células de los
individuos con AF presentan una elevada frecuencia de aberraciones
cromosoémicas espontaneas, con la presencia de cromosomas dicéntricos,
fragmentos y figuras tri-tetrarradiadas asimétricas porque involucran cromosomas
no homdlogos. La frecuencia de estas alteraciones se incrementa en forma

nolable cuando las células se exponen a la accibn de distintos agentes
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mutagénicos y carcinogénicos, en especial de aquellos que producen enlaces
cruzados en el ADN, tales como Ja mostaza nitrogenada, la mitomicina-C o metil-
metano-sulfonato. Las células de AF también son muy sensibles a la accion letal
de estos agentes, pero no al dano en el ADN producido por la radiacién UV o la

ionizante (Salamanca, 1990; Paz y col., 2002).

Los pacientes con SB se caracterizan por un peso notablemente bajo al nacer y
un crecimiento raguitico, sensibilidad de la piel a la luz solar, mancha facial en
mariposa, tienen la cabeza alargada y son muy susceptibles a las infecciones. Las
células de SB presentan un numero muy elevado de rupturas y reordenaciones
cromosémicas tetrarradiales simétricas enitre cromosomas homologos y presentan
un aumento de intercambios de cromatidas hermanas de 10 a 15 veces mayor

que la frecuencia en las células normales (Salamanca, 1990; Taylor, 2001).

El sindrome de XP desde el punto de vista clinico, se caracteriza principalmente
por una extrema fotosensibilidad de las regiones expuestas de la piel, los ojos y la
lengua. Esta enfermedad se produce como consecuencia de las diferentes
alteraciones en los mecanismos de reparacion del ADN danados por la lJuz UV. En
la exposicion de estos pacientes a la luz solar, su piel presentara eritema, sequido
por atrofia, telangiectasias y desencadenaran en cancer de piel. Ademas
presentan microcefalia, deficiencia mental progresiva, anomalias en el desarrolio
sexual, sordera, coreoatenosis, ataxia y arreflexia. Existen 9 subtipos clinicos de
la enfermedad que incluyen formas cutdneas y neurolégicas (Salamanca, 1990;
Taylor, 2001; Paz y col., 2002).

Los pacientes con SN se caracterizan por presentar microcefalia, cara de p3jaro,
tatla corta, inmunodeficiencia combinada acompanada de infecciones recurrentes.
Los linfocitos de estos pacientes presentan frecuentemente aberraciones
cromosdémicas como inversiones Yy traslocaciones. Son particularmente sensibles
a la Rl y a quimicos como la bieomicina que producen dano a nivel de la doble
hebra del ADN. Aproximadamente el 40% de los pacientes desarrollan un linfoma
antes de los 20 anos de edad (Shiloh, 1997; Taylor, 2001).



El sindrome de AT también se puede mencionar dentro de las enfermedades
hereditarias caracterizadas por presentar respuesta celular defectuosa en el dafo
al ADN y una elevada incidencia de desarrollar cancer. A continuacion este

sindrome sera tratado mas ampliamente.

Los SIC presentan una baja incidencia en todas las poblaciones, los heterdcigos
de estos sindromes pueden encontrarse en cifras tan altas como el 10% de ia
poblacion general y normal (Digweed, 2003). Es importante indicar que estos
sindromes no son muy frecuentes en Ja poblacién en general, como modelo de
estudio representa una opcion para evaluar la susceptibilidad individual. Por lo

que en este estudio utilizaremos lineas celulares linfoblastoides de AT.

I1.14. Ataxia Telangiectasia.

La Ataxia Telangiectasia o sindrome de Louis-Bar es un sindrome progresivo y
degenerativo que afecta a una variedad de sistemas en el cuerpo, suele iniciarse
durante la niflez. Los pacientes con AT parecen normales en el nacimiento,
generalmente las primeras senales de la patologia aparecen durante el segundo
ano de edad. La Dra. Elena Boder en 1957 acuno el nombre de AT, por las dos
caracteristicas clinicas mas resaltantes de esta enfermedad. La palabra ataxia
describe la marcha inestable de los pacientes, debido a la pérdida del control de
los movimientos voluntarios, como el caminar y el hablar, lo cual se debe por ta
pérdida gradual de las células de Purkinje en el cerebelo, que es la parte del
cerebro involucrada de la coordinacién motora y usualmente es el primer signo
clinico. La palabra telangiectasia describe a la red de vasos sanguineos de
pequeio calibre que se encuentra en las conjuntivas, en la superficie de las orejas
y en las mejillas expuestas a ta luz solar (Boder, 1985; Savitsky y col., 1995,
McKinnon, 2004).

Los niflos con AT en un 70% aproximadamente presentan inmunodeficiencias,
con la disminucion de los niveles de IgA, IgE e 1gG2, que normalmente
desencadena infecciones respiratorias reincidentes. Tienden a desarrollar
neoplasias en el sistema sanguineo con una frecuencia 1000 veces mayor que la

poblacién en general, presentan incidencia incrementada de cancer del tipo

19



linfomas no-Hodgkin y leucemias, la mayoria es de tipo linfatico (Shiloh, 1995).
Por la extrema sensibilidad a la Rl que presentan estos pacientes no pueden
tolerar la radiacién terapéutica como tratamiento al cancer y esta radiosensibitidad
esta relacionada con la defectuosa reparacion del darfio al ADN (Savitsky y col.,
1995). Las caracteristicas como la inestabilidad cromosémica y la
radiosensibilidad parecen estar relacionadas con la activacidon defectuosa de los
puntos de control del ciclo celular (Lavin y Khanna, 1999). La esterilidad resulta de
defectos tempranos en la meiosis que involucran eventos de recombinacion
genética (Barlow y col., 1997). Otros rasgos como telangiectasia ocular y
resistencia a la insulina son mas dificiles de relacionar con la defectuosa
respuesta al daio del ADN (McKinnon, 2004).

Ademaés de estas caracteristicas principales, algunos pacientes con AT pueden
padecer de diabetes mellitus, encanecido prematuro de cabello, dificultad para
masticar que causa ahogo Yy retraso en el crecimiento. A pesar de ser un
desorden muitisistémico, los pacientes mantienen la inteligencia normal o incluso

mayor a la normal {Savitsky y col., 1995).

En las celulas de los pacientes con AT se ha encontrado menor cantidad de
aberraciones cromosomicas que en los de AF y el SB. Se ha observado que los
cromosomas 7 y 14 son los mas afectados con aberraciones de tipo de
inversiones y de {raslocaciones, encontrando inv(7), inv(14), {(7;14) o t(14;14). Los
sitios de rompimiento mas frecuentes son: 7p14, 7935, 1412 y 14qter, 2p11,
2p12, 22q12, 22q13. Todos estos silios de rompimientos corresponden a la
localizacién de los genes de las inmunoglobulinas, de tos receptores de los
antigenos de linfocitos T o de los antigenos leucocitarios. Esto sugiere el rearreglo
de estos genes durante la maduracion linfocitica, los cuales requieren del corte y
replicacion del ADN, lo cual probablemente explique la inmunodeficiencia
caracteristica de este sindrome (Lavin y Khanna, 1999; Gatti y cof., 2001; Lavin y
col., 2004).

La causa principal de muerte en los pacientes con AT es la neumonia y las
enfermedades del pulmén cranicas, que resulta de aspiraciones por defectos del

masticar o del tragar debido al dafo neuroldgico progresivo (Lefton-Greif y col.,
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2000). Esta disfuncién también esta acompanada del aumento en la incidencia de
neoplasias del sistema linforreticular como las leucemias y los linfomas (Gumy y
col., 2004). Aproximadamente un 10% de los individuos con AT desarrollan
neoplasias antes de los 20 anos de edad. La incidencia global de cancer es muy
elevada (Morrell y col., 1986). El gen ATM mutado estd estrechamente

relacionado con el desarrollo de cancer de mama (Angele y col., 2003).

Estudios epidemiolégicos indican que la AT es un sindrome raro que se ha
eslimado que ocurre en un rango entre 1 en 40 000 a 1 en 300 000 por
nacimiento en las poblaciones de los EEUU y de Europa respectivamente (Angele
y Hall, 2000). EI 0.35% al 1% de la poblacion en general es heterdciga para el gen
ATM con algunas variaciones en diferentes poblaciones étnicas (Bretsky y col.,
2003; Swift y col., 1986).

I1.14.1. Caracteristicas de las Células de AT.

Las células provenientes de los pacientes con AT son hipersensibles a la R}
(Lavin, 1999) y a las drogas radiomiméticas como la bleomicina (Cohen vy
Simpson, 1983). Presentan inestabilidad cromosémica, anormalidades en la
recombinacion genética y alteraciones en los procesos de detencién en el ciclo
celular (Gatti y col., 1991; Lavin y Khanna, 1999).

.14.2. El Gen ATM.

El gen mutado en AT es Ataxia telangiectasia mutado (ATM) y fue clonado en
1995, Este gen se localiza en el cromosoma 11g22-23 y esta compuesto de 66
exones de los cuales 62 codifican para un mARN de 13 kb {Shiloh, 2003; Lavin,
1999).

.14.3. La Proteina ATM.

La protelna ATM es miembro de la familia PI3K, se localiza principalmente en el

nlcleo, posee una masa molecular de 350.6 kDa de aproximadamente 3056
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aminoéacidos. Es una proteina grande que posee un grupo C-temminal similar al de
otras proteinas de la familia PI3K, como ATR y ADNPK (Shiloh, 2003).

Estructuralmente la proteina ATM esta formada por tres dominios principales: un
dominio FAT que es comun en otras proteinas relacionadas como
FRAPP/ATM/TRRAP, un dominio PI3K en el cual se ubica el grupo N-terminal entre
los residuos de los aminoacidos 2855-2875, esta region es requerida para la
activacion de p53 en respuesta al dano del ADN y un dominio FATC en el cual se
ubica el grupo C-terminal de aproximadamente 350 aminoécidos (Turrence y col.,

2001), como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Proteina ATM indicando sus tres dominios principales y varios dominios

supuestos (Lavin y col. 2004).
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11.14.4. La Proteina ATM Regula Jos Puntos de Control del Ciclo Celular.

La radiosensibilidad en las células de AT parece no deberse a los defectos en la
habilidad de reparar la ruptura de las hebras del ADN o por el dano excesivo en el
ADN, si no méas bien a defectos en la monitorizacion o seleccion para capfar la

sefal de la ruptura o de dafio en el ADN (Lavin y col., 2004).

Para que la célula pueda sobrevivir después de la ruptura de la doble hebra del
ADN ocasionado por la RI, es importante la inhibicién del ciclo celular a través de
[a activacion de los puntos de control en el ciclo celular, los cuales detienen la

proliferacion celular (Angele y col., 2003).

Los factores involucrados en la respuesta del dano al ADN estan intimamente
relacionados con la activacion de 10s puntos de control, porque varios sustratos
ATM son muy importantes en el ciclo celular. Se ha observado en las células
aisladas de los pacientes con AT, alteracion en los puntos de control del ciclo
celular, por ejemplo en ta proleina p53 que es requerida para activar el punto de
control G1/S y la proteina Chk2 para actuar en G2/M, ambas proteinas estan
inducidas por el dano al ADN (Khanan y col., 1995; Meyn, 1995).

En cultivos celulares de linfocitos, se ha observado que las células AT no
expuestas a R, presentaron una menor tasa en la sintesis del ADN y una fase S
mas larga en el ciclo celular. En cambio la mayoria de las células de AT irradiadas
fueron significativamente mas resistentes a la inhibicién en la sintesis del ADN

provocado por la Rl (Ford y Lavin, 1981).

En varios estudios al exponer las células de AT a la RI, se ha reportado una
acumulacion de las células en la fase G, (Khanan y col., 1995), mientras que otros
estudios sugieren un retraso tanto en Gy como en la fase S (Lavin, 1999). Se ha
demostrado, que en un tiempo corto después de la irradiacién, las células de AT
presentan un bloqueo reducido en G, pero posteriormente (posiblemente
después de que el dafio en el ADN haya sido procesado incorrectamente) el

bloqueo en G, se prolonga (Beamish y Lavin, 1994).



Cualquier aiteracion en los puntos de control en las células de AT después del
dafio al ADN por la RI, es ocasionado por una fosforilacion defectuosa en las
proteinas que son sustratos de ATM, debido a que ATM no podra activarlos para
que realicen sus funciones de reparacion del ADN (Moloyama y Naka, 2004). Se
ha observado que la proteina BRCA1 que incrementa el riesgo de desarrollar
cancer en los pacientes con AT, al no ser fosforilada adecuadamenle por la
proteina ATM, va a permitir el desarrollo del cancer (Lavin y col., 2004). Estas

proteinas estan asociadas en la respuesta del dano al ADN (Ball y Xiao, 2005).

11.14.5. Funciones de la Proteina ATM.

La proteina ATM esta localizada en el nucleo y en el citoplasma de las células, se
ubica principalmente en el nucleo y en menor proporcion se encuentra en el
citoplasma en vesiculas (Turrence y col., 2001). La ausencia de la proteina ATM
nuclear bloquea la respuesta del dafio al ADN y el ATM citoplasmatico de cierta
manera es responsable de la respuesta a intermediarios reactivos como el
oxigeno, que son productos del metabolismo o del mecanismo de defensa a
agentes extranos, por lo que se considera que las células de AT estan en

constante estrés oxidativo (Lavin y col., 2004; Barlow y col., 1997).

En condiciones normales la proteina ATM participa en la deteccion y la reparacion
del daro al ADN, como en el control del ciclo celular, enviando a las células que
no pudieron reparar et dano del ADN a muerte celular programada (apoptosis).
Posiblemente la proteina ATM en la apoptosis genere inactivacion de la proteina
cinasa que actua en la capacidad de union del ADN, previniendo la reparacion y la

senalizacion de dafio al ADN (Angele y Hall, 2000).

La proteina ATM desempena un papel imporiante en la respuesta celular, al
captar |la senal de la ruptura de la doble hebra del ADN (Shiloh, 2003). La falta de
una respuesta normal del gen ATM puede romper el rearreglo de los genes que
codifican a inmunoglobulinas y causar la inestabilidad gendmica, que finalmente
generard un cancer (Lavin y col., 2004). La proteina ATM también es requerida
para el procesamiento de las rupturas de las hebras del ADN que ocurren en

procesos enddgenos como la meiosis o la replicacion, en la exposicién a agentes
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externos como la R, en la maduracién del sistema inmune y en el mantenimiento
de telébmeros (Angele y col., 2003). La alteracién de ATM por la RI, puede ser
responsable de cualquier anomalia en la activacién multiple de los puntos de
control del ciclo celular e inducir a una reparacion defectuosa del ADN. Se ha
observado que por accion de la Rl no se incrementan Ios niveles de la proteina
ATM, lo que se incrementa o altera es la funcién cinasa de la proteina (Khanna y
col., 1998).

I1.14.6. Mecanismo de Accion de la Proteina ATM.

La protefna ATM es una proteina cinasa serina/treonina que después de captar la
sefial de la ruptura de la doble hebra del ADN ocasionado por fa RIl, se
autofosforila e inicia la cascada de senalizacion a través de la fosforilacion de
otros sustratos (Kastan y Lim, 2000). Los sustratos de ATM son reguladores del

ciclo celular que se activan en respuesta a la produccién de dano en el ADN.

Entre los sustratos se encuentran proteinas como: p53, RPA, Chk2, Chk1, c-Abl,
NF-kB y BRCA1 (Angele y Hall, 2000). La mayoria de estos sustratos participan
en la reparacion de [a ruptura de la doble hebra del ADN, la minoria realiza esta
funcion como principal pero ademas participa en otras funciones para mantener [a
estabilidad de la célula (Khanna, 2000).

En la cascada de senalizacién activada por la Rl es dirigida principalmente por las
proteinas ATM y p53. La proteina ATM es activada en las fases S y G2, y también
es requerida en el punto de control G1/S y en la recombinacion homologa (Kurz y
Lees-Miller, 2004).

La actividad cinasa asociada a la proleina ATM fosforila a una Ser-15 en p53,
produciendo un incremento en la concentracién intraceiular de p53 como
consecuencia de tratar de mantener )a estabilidad en la célula. También se ha
reportado ta desfosforilacion de la Ser-376 en la porcidon C-terminal de p53 que es
dependiente de ATM (Angele y Hall, 2000). Kastan y col. (1991) observaron la
induccion normal de p53 en las células expuestas a la UV y una inhibicién de p53

en las células expuestas a la RIl. En las células con AT la activacién p53 es
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minima, ocasionando alteracion en los puntos de control G1/S y G2/M del ciclo

celular (Lavin y col., 2004).

La proteina p53 es un activador transcripcional de muchos genes incluyendo el
gen WAF1/CIP1, el cual codifica a p21 que es un inhibidor cinasa y desempefa
un papel importante en el ciclo celular. La proteina p21 se une al complejo cinasa
cdk2-ciclina E y por inhibicion de este complejo evita la progresion de la céluta de
G1 a la fase S, indicando que la proteina ATM esta involucrada en el control de la
sintesis del ADN (Ko L, 1996).

El complejo heterodimérico RPA es fosforitado en la subunidad 34 Kd por la
accion de la proteina ATM. Este complejo es un efector importante en el punto de
control en la fase S, que permite la reparacién de la ruptura en (a doble hebra del
ADN, antes de que la célula inicie la replicacion del material genético (Khanna,
2000).

La cinasa Chk2 es activada por la proteina ATM y va a fosforilar a p53 en la Ser
20 para favorecer la eslabilizacién de p53 (Maisuoka y Huang, 1998). La
expresion de la cinasa Chk1 es dependiente del ciclo celular pero independiente
de fa proteina ATM, ambas proteinas cinasas Chk1 y Chk2 también son llamadas
hCDs1 y actuan como reguladores en el punto de control G2/M del ciclo celular
(Angele y Hall, 2000).

Se ha observado que ATM interactia con una tirosina cinasa c-Abl, que es
activada por senales independientes a la radiacion como estrés y regula el ciclo
celular a través de caminos independientes a p53 (Lavin y col., 2004). La
radiacién induce a la activacion de ATM que junto a c-Abl van a formar un
complejo con las proteinas rad51 y rad52, este complejo participa en la reparacion
del dafio al ADN (Khanna, 2000).

Otro blanco para ATM es |kB-a, el cual esta asociado con NFkB en el citoplasma,
que después de la exposicién a la radiacion ionizante (kB-a es fosforilado y
disociado de NFKB. El NFkB nuevamente entra al ndcleo y actia como un

activador transcripcional de varios genes y desempefa un papel importante en la
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proteccion celular contra una variedad de estimulos apoptdticos, también participa
en la reparacion del dano al ADN, la inhibicion de NFkB puede desencadenar la
radiosensibilizacion de la célula (Nanxin y col., 2001). Cortez y col. (1999) han
observado que la proteina ATM es requerida para la fosforilacién de BRCA1

inducida por la RI.

Las proteinas BRCA protegen al genoma de las consecuencias de la RI, que
permiten detener el ciclo celular y promueven la reparacion del ADN (Wilson y
Elledge, 2002). Son importantes BRCA1 y BRCA2 para mantener la estabitidad
gendmica a través de la recombinacion homologa, de la trascripcion y de la
reparacion en la doble hebra del ADN, estas funciones sugieren que participan

junto a otras proteinas como Rad51 (Venkitaraman, 2001).

La proteina BRCA1 esta implicada en la regulacién transcripcional de varios
genes en respuesta al dano radioinducido al ADN, que incluye a p21 que es un
inhibidor ciclina-cinrasa y a un supresor de tumores GADDA45, estas dos proteinas
son los blancos de p53 (Li y col., 1999). Se ha sugerido que BRCA1 regula el cicio
celular mediante la fosforilacién, que por su actividad cinasa enddgena
hiperfosforila al complejo de ciclina cdk2, el cual controla la transicion de G1-S,
también se ha reportado que participa en la desfosforilacion de las proteinas que
participan en la fase M del ciclo celular (Ruffner y col., 1999) y que BRCA1 puede
detener el ciclo celular en la fase S cuando existe dafo en el ADN y participa en el

punto de control G2/M (Aprelikova y col., 1999).

La proteina BRCA2 a diferencia de la BRCA1 parece no tener un efecto marcado
en el control del ciclo celular (Patel y col., 1998) y el mecanismo como actia
BRCA2 no se conoce bien. Sin embargo algunos autores indican que la BRCA2
esta involucrada en la regulacién de la progresion de la metafase en la division
celular y que de cierta manera desempefia una funcion importante en la respuesta
al dafo del ADN (Futamura y col., 2000). Otros autores proponen que la BRCA2
es esencial en la reparacion de la ruptura de la doble hebra del ADN (Welcsh y
col.,, 2000). Se ha observado que las células que contienen proteinas truncadas
de BRCA2 presentan wuna acumulacion progresiva de aberraciones

cromosomicas, que originan estructuras cromosémicas tri y tetrarradiadas (Patel y
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col., 1998), que son similares a las observadas en la AF y en el SB que indican
los defectos en la recombinacion mitética (Venkitaraman, 2001). En un estudio
reciente en el subgrupo FANCD2 de la AF se observd que la proteina BRCA2
esta involucrada en la recombinacién homodloga en respuesta a la ruptura de la
doble hebra del ADN ocasionado por la Rl (Stewart y Elledge, 2002). Howlett y
col. {2002) encontraron mutaciones bialelicas en el gen de BRCA2 en pacientes
con la FA-B y la FA-D1, todas las mutaciones de BRCA2 expresaron proteinas
truncadas, por lo que se plantea que los subgrupos de FANCB y FAND1 son el

resultado de mutaciones en BRCA2.

La herencia de un alelo defectuoso de BRCA1 y BRCA2 es suficiente para la
predisposicion de cancer. Tumores de mama y de ovario muestran pérdida de la
heterocigocidad (Collins y col., 1995), indicando que los productos de estos genes
deben comportarse como proteinas supresores de tumores (Venkitaraman, 2001).
Se han observado mutaciones en los genes de BRCA en las células de mujeres
con canceres primarios multiples, en las células de canceres de mama de origen
esporadico y en las células de cancer de mama de mujeres que presentaron

antecedentes de cancer familiar (Wilson y Eltedge, 2002).

La ausencia de la proteina ATM o de aflguno de sus substratos puede originar que
la lesion subletal del ADN no sea efectivamenle reparada y la inactivacion de los
puntos de control del ciclo celular que son necesarios para reparar el dano celular,
ocasionando que se incremente la inestabilidad gendmica (Lavin y col., 2004). El

mecanismo de accién de la proteina ATM se observa en la figura 4.
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Figura 4. Mecanismo de accion de la proteina ATM (Lavin y Khanna, 1999).

11.14.7. Mecanismo de Activacién de |la Proteina ATM.

La proteina ATM después de la ruptura de la doble hebra del ADN conduce a una
serie de eventos coordinados que ocurren en forma rapida y colectiva para activar a
los efectores celulares (Shiloh, 2003). Recientemente se ha planteado el mecanismo
de cdmo se activa la sefnalizacidon de la proteina ATM en respuesta a la ruptura de la
doble hebra del ADN por la RI.

La proteina ATM se encuentra inactiva en forma dimérica o multimérica, que al
captar la sefal de la ruptura de la doble hebra del ADN, se autofosforila en la
Ser-1981, que permite la activacion de ATM vy la iniciacion de la cascada de
senalizacion de los otros sustratos (Bakkenist y Kastan, 2003). A pesar de que la
proteina ATM es esencial en la respuesta de la ruptura de {a doble hebra del ADN,
participa de manera conjunta con tres componentes proteicos MRE11, RADS0

y NBS1 (Amours y Jackson, 2002), formando el complejo denominado



MRN (Carson y col., 2003). EI ATM activo se asocia directamente con el complejo
MRN y esta interaccidn controla la sefalizacién que estara influenciada por el
sustrato ATM seleccionado como las histonas H2AX, 563BP1, MDC1 y BRCA1 (Lee y
Paul, 2004). De esta manera la proteina ATM y el MRN desempenan funciones
importantes en la respuesta de la ruptura de la doble hebra del ADN (Ball y Xiao,
2005).

Después del dano radioinducido al ADN, estas proteinas se movilizan rapidamente al
sitio de la ruptura de la doble hebra del ADN e inician la cascada de senfalizacion
dependiente de la proteina ATM, que permite la reparacion del dano al ADN o en el
caso de dano excesivo, se inicia la muerte celular a través de apoptosis mediada por
p53. Todas estas proteinas actuan colectivamente con interdependencia entre ellas,
por lo tanto la inactivacion de alguna de ellas produce hipersensibilidad a la ruptura
de la doble hebra del ADN (McKinnon, 2004). Este mecanismo se observa en la

figura 5.

A Doubls- stranded break Bi

MRE11,_NBS1)
@ RADSOT D

e -

D B P
=% P 'p
- " [ :’ My
. MD_ 1M38 JE LN
ATH BRCA1
PARET1__ NBS
LT ‘”” an. =0 AL R
I : {ifwi,%%v&s REaAme &’{q:.:‘\'“{,
el et TTH2AX

i

Figura 5. Mecanismo de activacion de la proteina ATM (McKinnon, 2004).
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1.14.8. Mutaciones en ATM.

Las mutaciones en la proteina ATM originan cambios conformacionales en la
estructura, en la activacion de la funcién cinasa o en la alteracion de la estabilidad
de {a molécula primaria. Las mutaciones en la proteina ATM son responsables de
las caracteristicas fenotipicas clasicas en los pacientes con AT (Khanan y col,,
1995; Angele y col., 2003).

Las mutaciones en la proteina ATM descritas hasta el momento se han
encontrado en mas de 300 familias con AT, se han descrito 36 polimorfismos de}

gen ATM (http:/Amwww.vmmc.org/vmrc/atm.htm). En los heterocigos en el gen ATM,

el 70% de las mutaciones originan proieinas truncadas, el 30% presentan
mutaciones de cambio de sentido y una pequena fraccion presenta mutaciones de
tipo insercion/delecion. La mayoria de las mutaciones encontradas en el gen ATM

se ubican en el dominio PI3K de la proteina (Khanna, 2000).

En una compilacion de tres publicaciones realizada por Lavin y col. (2004) sobre
las mutaciones del gen ATM, reportan hasta 75 mutaciones en los pacientes con
AT. Varias de las mutaciones encontradas se ubicaron en el marco de lectura del
transcrito, en lugares que aparentemente no son puntos calientes (hot spot).
También mencionan que ninguna de las mutaciones encontradas era la

responsable de la elevada inestabilidad en el transcrito de ATM.

Se ha reportado que en un mismo fragmento def gen ATM se pueden encontrar
mutaciones de tipo delecidn, insercion o de cambio de sentido (Angele y col.,
2003). La mutacion mas frecuenie observada en el gen ATM es de tipo delecidn,
que transcribe principalmente a las proleinas truncadas, las cuales presentan sus
funciones disminuidas o normales, pero con una actividad cinasa notablemente
disminuida (Lavin y col., 2004). Las diferentes mutaciones en la proteina ATM son
responsables de la severidad de los casos de AT, existiendo versiones mas leves

de AT, con una sintomatologia menos severa (Stewart y col., 2001).

En un estudio realizado en dos familias britanicas se han observado

transversiones en 7271 pares de bases que implican principalmente el reemplazo
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de valina por glicina. Estas mulaciones se asociaron con un fenotipo clinico leve,
baja radiosensibilidad e incremento en el riesgo de desarrollar cancer de mama
en homocigos y heterécigos (Stankovic y col.,, 1998). En otro estudio en 41
familias nérdicas con AT, evaluaron en 28 familias mutaciones en ambos alelos
del gen ATM, en 11 famikas se encontré sélo una mutacion y en las 2 familias
restantes no se identificd ninguna mutaciéon. Encontraron 82 alelos mutados que
causan la enfermedad, de los cuales se identificaron 67 alelos (82%)., de estos
alelos identificados 37 fueron mutaciones unicas. Las mutaciones encontradas
presentaron 5 diferencias en el transcrito ATM, observandose mutaciones que
afectan el splicing (43%), mutaciones frameshift (32%), mutaciones sin sentido
(16%), delecion en un fragmento pequeno (5%) y una doble sustituciéon (3%).
También se observé que una tercera parte de los participantes fueron homaécigos,
mientras que la mayoria de los pariicipantes fueron heterécigos con al menos un

alelo identificado (Laake y col., 2000).

Los estudios de mutaciones en la proteina ATM han permitido correlacionar al
genotipo-fenotipo de las poblaciones, la modificacién en los genes y/o en la
exposicion con el medio ambiente puede afectar el fenotipo de AT (Khanan y col,
1995).

11.14.9. ATM y Cancer de Mama.

Swift y col. (1991) estimaron que, de todos los pacientes con cancer de mama, del
8% al 18% son heterécigos para el gen ATM. En base a estos antecedentes
Angele y Hall (2000) estudiaron a famitias AT, encontrando un incremento de
riesgo de cancer de mama en portadoras femeninas heterécigas de ATM de un
3.8%, con un rango del 1 al 13%. Se ha designado al gen ATM como el gen mas
comun de susceptibilidad al cancer y se reporta que el 5% de los pacientes con
cancer menores de 46 afos de edad son heterdcigos para este gen (McKinnon,
2004).

En un estudio de frecuencias de cancer familiar con elevada susceptibilidad al
desarrollo de cancer, no se encontré elevada susceptibilidad al desarrollo de

cancer de mama u otros canceres. Sin embargo, al evaluar los tumores de mama
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esporadicos, la pérdida de heterécigocidad se localizd frecuentemente en la
region 11022-23 del gen ATM (Negrifi y col., 1995). En otro estudio realizado en
Francia se reportd un riesgo incrementado de cancer de mama en heterécigos
obligados de AT (Janin y col, 1999). Olsen y col. (2001) estudiaron a familias
nordicas y confirmaron el elevado riesgo de desarrollar cancer en los pacientes
con AT, especialmente de tipo leucemia y linfoma, observaron el incremento del
riesgo de desarrollar cancer en los familiares de los pacientes con AT. De todos
los casos de cancer de mama, solo algunos casos de céncer presentaron
mutaciones en el gen ATM, sugiriendo que el gen ATM representa un factor de

riesgo débil para desarrollar cancer de mama

Angele y Hall (2000) en una revision de las investigaciones del gen ATM
concluyen que la evidencia apoya que las mutaciones en el gen ATM en las
mujeres heterocigas son un factor de riesgo en el desarrollo de cancer de mama

esporadico y familiar.

1.14.10. Sensibilidad de los Heterocigos del Gen ATM para Desarrollar

Cancer.

Los portadores heterécigos del gen ATM constituyen del 0.35 al 1% de la
poblacion mundial (Swift y col, 1976; Bretsky y col., 2003), en EUA se calcula que
aproximadamente del 1 al 2% son heterocigos para este gen (Khanna, 2000). Los
portadores no presentan la mayoria de los problemas asociados a esta
enfermedad, pero se ha reportado que presentan un incremento en el riesgo de
desarrollar cancer de mama, pulmén, estémago, préstata, melanoma y vesicula

(Thorstenson y col., 2003; Pierce y Preston, 1996).

El desarrollo de cancer en heterécigos al gen ATM es muy controversial, debido a
que existen publicaciones que caracterizan al gen ATM como responsable del
desarrollo de cancer y existen otras publicaciones en oposicibn a este

planteamiento.

Del grupo de investigadores que han confirmado este planteamiento se encuentra

a Swift y col. (1987) quienes realizaron en EUA un estudio retrospectivo de ia
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incidencia de cancer en 110 familias de pacientes con AT, reportando que los
portadores heterécigos del gen ATM presentaron un riesgo excesivo de
desarrollar cancer, que ta mayoria de los casos fueron cancer de mama y fueron
desarrollados por heterocigas. En 1991, estos autores reportaron que el gen ATM
predispone a los heterocigos al desarrollo de cancer, particularmente al cancer de
mama y que la exposicion ocupacional o diagnéstica a la Rl probablemente
incrementa el riesgo de desarrollar cancer de mama en mujeres heterocigas del
ATM.

Athama y col. (1996) estudiaron a 99 familias con AT, encontrando a 33 mujeres
con cancer de mama, 25 de los casos fueron desarrollados por las heterocigas del
ATM. Del total de casos con canceres en mama, 21 de éstos se iniciaron antes de
fos 60 afos y 12 de los casos después de los 60 anos, sugiriendo que el gen ATM

predispone a los heterécigos de ATM a desarrollar cancer.

Gatti y col, (2001) han observado dos grupos de heterocigotos del AT en la
poblacion en general, un grupo de heterécigos pueden ser producto de una
mutacion sin sentido que produce una proteina truncada, un segundo grupo que
son producto de una mutacion de cambio de sentido que son los que presentan
predisposicion al desarrollo de cancer de mama esporadico. La sensibilidad
observada en los heterocigos de ATM a la RI, probablemente se explique por
estos dos grupos de mutaciones. De acuerdo a esta posibilidad, los heterécigos
con mutaciones sin sentido expresaran predominantemente ATM silvestre, los
heterécigos con mutaciones de cambio de sentido expresaran proteina ATM
mutada, que presentara un fenotipo mas parecido a un homocigoto (Menéndez y
col., 2001).

De los investigadores que no han confirmado este planteamiento mencionamos a
Pippard y col. (1988) que evaluaron la mortalidad y la incidencia de cancer en
familias britanicas de 67 pacientes con AT, los padres de los enfermos fueron
heterocigos obligados y los abuelos presentaron 0.5% de probabilidad de
heterocigocidad. En las familias de AT ocurrieron 14 muertes, de los cuales uno
murié con linfoma y 3 con canceres no especificados. Los autores consideran que

no existié mortalidad excesiva ocasionada por neoplasias en los padres y abuelos
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de los pacientes con AT. FitzGerald y col. (1997) quienes analizaron las
mutaciones del gen ATM en las células germinales de mujeres con cancer de
mama de inicio temprano, enconfraron pocas mutaciones en el gen ATM y
reportaron que la heterocigocidad del ATM no confiere la predisposicion al

desarrollo de cancer de mama de inicio temprano.

11.14.11. Evatuacion de la Frecuencia de los Micronuicleos en Estudios de

Genotoxicidad.

Existen varios parametros que pueden ser utilizados para la evaluacion de los
efectos genotdxicos de agentes fisicos, quimicos y bioldgicos. Uno de los
métodos mas empleados en la actualidad debido a su sensibilidad y sencillez, es

la determinacién de la frecuencia de células con micronucleos (MN).

Los MN son fragmentos del nucleo celular que se forman como consecuencia de
una divisién cromosémica errébnea, que provoca la pérdida de un fragmento de
cromosoma o del cromosoma compteto, el cual puede incluirse en alguna de las
células hijas después de la citocinesis (Fenech, 1997), como se aprecia en la
figura 6. La técnica originalmente se desarrolld para la evaluacion del dafio
inducido por la RI, aunque poco después se amplié su uso para el analisis de

otros mutagenos (Heddle y col., 1983).

Para el andlisis de MN en linfocitos de sangre periférica de seres humanos se
emplea una metodologia que se basa en el bloqueo de la citocinesis utilizando
Citocalasina-B (Cyt-B), lo que permite identificar a las células que se han dividido
una vez en cultivo, observandose éstas como células binucleadas, debido al
efecto inhibidor de la Cyt-B sobre la citocinesis sin alterar la cariocinesis (Carter,
1967).

Esta técnica se ha convertido en una herramienta muy Util para la deteccién de
dafno genético, ademas de presentar otras ventajas como su rapidez, facilidad y
versatilidad, pues es aplicable a diferentes tipos celulares, siendo en algunos

casos capaz de sustituir el analisis de aberraciones cromosémicas.
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Figura 6. Células binucleadas con micronucleos (MN), tenidas con Giemsa.
Obsérvese los dos nucleos principales y los MN en el citoplasma (flechas)
(Fenech y col. 2003).

Los criterios para la identificacion de MN en células binucleadas (CBN) aceptados

en estudios internacionales son (Fenech y col.; 2003):

- Criterios empleados para identificar CBN.

1. Las células deben ser binucleadas.

2. Los dos nucleos deben presentar una membrana nuclear intacta y debe
estar situado dentro del mismo limite citoptasmatico.

3. Los dos nlcleos deben ser aproximadamente del mismo tamano con la
misma intensidad de tincién.

4. Los dos nucleos pueden estar unidos por un puente nucleoplasmatico fino,
el cual no debe ser mayor a % del largo del didmetro nuclear.

5. Los dos nucleos pueden traslaparse, pero debe de distinguirse la

membrana nuclear de cada una.



6. La membrana citoplasmatica debe de ser intacta y claramente distinguible

de las células adyacentes.

- Criterios para la identificacion de MN.

1. El diametro de un MN en linfocitos humanos usualmente debe considerarse
entre 1/16 y 1/3 del diametro de las CBN, que corresponde a 1/256 y 1/9
del &rea de uno de los nucleos de fas CBN.

2. Son de forma redonda u oval.

w

No debe de refringir para poder distinguirlos de artefactos como particulas
tenidas.

No deben estar unidos o conectados al nucleo principal.

Debe presentar color e intensidad similares a los del nicleo principal.

No debe tocar ninguno de los nucleos.

N o o -~

Debe presentar la misma condensacion de los nucleos.
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lll. ANTECEDENTES

Los riesgos a la salud por la exposicién a dosis bajas de Rl se han determinado
principalmente utilizando modelos clasicos lineales, extrapolando de los datos

obtenidos de la exposicidon humana a dosis altas (Little y Muirhead, 2000).

Algunos estudios han presentado evidencias de los efectos a dosis bajas de la R,
con modelos diferentes al modelo lineal, mostrando efectos biolégicos con
elevada significancia estadistica como la inducciéon de mutaciones en rango de
dosis de 0.2, 0.05 y 0.039 Gy (Cropmto y col., 1990; Vilenchick y Knudson, 2000),
de MN para dosis de 0.05 0.1 y 0.2 Gy (Fenech y Morley, 1986; Widel y
Prybyszewski, 1998), la transformacion cetular para dosis de 0.1 Gy (Hill y col.
1992) y aberraciones cromosémicas para dosis de 0.02 y 0.2 Gy (Lloyd y col.,
1992). Estudios realizados a residentes taiwaneses expuestos a dosis entre 0.118
y 0.2 Gy de radiacién y en un periodo de 13 a 122 meses, mostraron el
incremento significativo de MN en comparaciéon al control y reportaron que las
dosis bajas de la Rl ocasionan dafio a nivel del ADN (Chang y col. 1997). En
trabajadores de medicina nuclear expuestos de 1 a 30 afios a dosis bajas
menores que 0.0629 Gy se encontrd la induccion significativa de MN, la cual
estuvo influenciada por la edad y diferentes patologias como la diabetes mellitus e
hipertensién arterial, entre otras (Joseph y col., 2004). Otro estudio evalu6 los
efectos de la Rl al exponer fibroblastos humanos a dosis de 0.001 a 0.2 Gy de
rayos X. Observaron que la Rl a dosis bajas ocasiona la ruptura de la doble hebra
del ADN vy sugieren que la extrapolacion de datos obtenidos a dosis altas de la Rl
subestima significativamente el riesgo de carcinogénesis (Rothkamm y Lobrich,
2003). El riesgo de desarrollar cancer fue evaluado en trabajadores de plantas
nucleares en 15 paises, expuestos a dosis de 0.005 a 0.2 Gy de R, estimandose
un riesgo de dos a tres veces mayor al obtenido al extrapolar a partir del modelo
clasico lineal los datos obtenidos de los sobrevivientes a la bomba atémica
(Cardis y col, 2005).
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Se reporté que a dosis bajas de 0.01 a 0.1 Gy la RI puede originar efectos nocivos
en el embrion y en el feto, por lo que se clasifica como teratégeno. El riesgo del
feto a la exposicién de la Rl se incrementa en las semanas 8" a la 15 ¥
observaron defectos como retraso mental y microcefalia (Pollycove y Maryland,
2001). La probabilidad de induccién de retraso mental es del 40% al 10% por Gy
entre las semanas 16 *° a 25"° del embarazo (Mehta, 2005).

Otras investigaciones del efecto genotdxico de las dosis bajas de la Rl muestran
resultados diferentes, reportaron que dosis de 0.1 Gy no origina la induccién
significativa de mutaciones (Pollycove y Maryland, 2001; Magae y col., 2003) ni de
aberraciones cromosémicas (Ghiassi-nejad y col., 2001). Un estudio en
trabajadores expuestos a radiaciones y y X con dosis menores que 0.028 Gy en
un periodo de 7 a 21 anos, evaluaron la frecuencia de cromosomas dicéntricos en
los linfocitos de los trabajadores después de la exposicidon a una dosis alta de 2
Gy. Observaron bajas frecuencias de cromosomas dicéntricos en comparacion al
grupo control, reportaron que las dosis bajas originan una respuesta adaptativa a
posteriores exposiciones de Rl (Barquinero y col., 1995). Thierens y col. (2002) no
observaron diferencias significativas de MN en grupos pre y post-exposicion a
rayos y con dosis de 0.0t Gy. Una revisidon de los riesgos en la salud para dosis
bajas de RI reporiaron que a dosis menores que 0.01 Gy no se pueden estimar
exactamenie los riesgos por modelos matematicos, debido a que existen
numerosas variables ambientales, biologicas y de la dieta que intervienen.
Ademiés, el dafio radioinducido en la célula no sélo depende de la dosis, sino
también del valor de LET, del tipo de radiacién, de las exposiciones previas a
mutagenos quimicos y biolégicos, de los mecanismos de reparacion de la célula,
entre otros. Los autores reportan que los efectos en la célula, originados por las
dosis bajas de la Rl, no deben considerarse insignificantes en el desarrollo de
enfermedades neoplasicas y no neoplasicas (Prasad y col. 2004).

La mayoria de los estudios de genotoxicidad con particulas R fueron realizados a
dosis altas, como el presentado por Oliveira y col. (2001) que evaluaron en
linfocitos humanos el efecto de la radiacién R del ®*Sr en un rango de dosis de 0.2
a 5 Gy, observaron varios tipos de aberraciones cromosémicas y concluyeron que

la radiacién & induce lesiones en el ADN dificiles de reparar. Broome y col. (2002)
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evaluaron en fibroblastos humanos el efecto de las particulas 3 de muy baja
energia de H en un rango de dosis bajas de 0.0001 Gy a 0.2 Gy, las células

fueron expuestas a las dosis bajas y posteriormente a una dosis alta de 4Gy.

Observaron poca induccién de MN en el grupo irradiado en comparacién al grupo
control y comprobaron que la eficacia biolégica relativa de la radiacién R de *Ha

dosis bajas es 1.

En la evaluacién de la sensibilidad de los heterécigos del gen ATM se encontraron
diversos estudios con resultados contradiclorios. Paterson y col. (1979), no
reportaron diferencias en la frecuencia basal de aberraciones cromosomicas en
individuos heterécigos del gen ATM, ni en las inducidas por la exposicion a RI.
Higurashi y Cohen (1973) reportaron el incremento de aberraciones post-
irradiacion en linfocitos de pacientes con AT. En 1985 Boder reporté que los
agentes quimicos y fisicos como la Rl inducian mas aberraciones cromosomicas
en las células heterécigas del ATM que en células control. En lineas celulares
linfoblastoides heterocigas del ATM transformadas con Virus Epstein Barr (VEB)
expuestas a Rl, se observé una respuesta apoptoética intermedia en comparacion
al grupo silvestre y homaocigo. También se reporté que los resultados de apoptosis
difieren cuando se experimenta en linfocitos primarios obtenidos directamente de
familias AT (Bebb y col. 2001).

La predisposicion genélica de desarrollar cancer radioinducido en los heterécigos

de ATM es aun un tema de investigacion.

Varios autores han encontrado evidencias de este planteamiento, Swift y col.
(1991) reportaron que la irradiacion de las glandutas mamarias especialmente en
mujeres jovenes heterdcigas para el gen ATM, incrementa el riesgo de desarrollar
cancer de mama. Scott y col. (1999) midieron la radiosensibilidad cromosémica en
poblaciones con cancer, observando un elevado porcentaje de heterécigos en el
gen ATM en esta poblacion. En una revision de las investigaciones en lineas
celulares linfoblastoides de pacientes con céncer de mama, se evaluaron las
respuestas de las lineas celulares a la accién de la Rl, y reportaron que el gen

ATM desempefia un papel importante en la patogénesis del desarrollo del cancer
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de mama esporadico y familiar (Lavin y Khanna, 1999; Angele y Hall, 2000). Sin
embargo, otros autores como Pippard y col. {1988) no encontraron evidencias de
la predisposicion del desarrollo de cancer en los heterécigos al gen ATM.
Resultados similares fueron reportados por FitzGerald y col. (1997) en un estudio
realizado en células germinales de mujeres con cancer de mama de inicio

temprano.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

El analisis de los efeclos en la salud de los diferentes tipos de las radiaciones en
el sistema bioldgico es de gran valor, para un mejor entendimiento del potencial

mutagénico y carcinogénico de la RI.

Los primeros conocimientos de los efectos negativos de la Rl fueron de individuos
expuestos a niveles relativamente altos de la Rl como las personas expuestas por
razones médicas terapéuticas y de los sobrevivientes a las bombas de Hiroshima
y Nagasaki (1945) (Kodama y col, 2001; Preston y col, 2003). Se han estudiado
ampliamente los efectos en la salud a dosis altas. En cambio, debido a los pocos
estudios realizados no se cuenta con informacién confiable de los efectos de
dosis bajas de la R) en seres humanos (denominados estocasticos) (Rothkamm vy
Lobrich, 2003). Particularmente, la induccion del cancer y de alteraciones
hereditarias, estan demostradas a dosis altas, pero las dosis bajas aun son tema
de estudio y de controversia. Mientras los organismos dedicados a la proteccién
radioldgica utilizan la hipdtesis lineal sin umbral, que indica que a dosis bajas, la
radiacién ionizante tiene la misma probabilidad por unidad de dosis de inducir el
desarrollo de cancer y que €l riesgo se incrementa con {a dosis recibida (Brenner
y col. 2001), diversos autores indican que los riesgos a la salud producidos por la

exposicion a dosis bajas de la Rl no pueden estimarse con precision.

Los efectos citogeneticos ocasionados por la Rl han sido estudiados en su
mayoria utiizando particulas a, rayos X y rayos y. Existe poca informacién de los
efectos ocasionados por las particutas R en las células humanas (Oliveira y col.,
2001). La informacion brindada por la UNSCEAR sobre el efecto genotodxico del
%3¢ y su capacidad para inducir cancer ha sido minima y se considera a este

elemento como poco explorado (UNSCEAR, 2000).

Existen varias enfermedades que predisponen al desarrollo de cancer
denominadas Sindromes de Inestabilidad Cromosémica como la Ataxia
Telangiectasia, el Sindrome Bloom, la Anemia de Fanconi, entre ofras

(Salamanca, 1990). Los pacientes con AT se caracterizan por una elevada
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sensibilidad a la radiacion ionizante y de presentar predisposicién al desarroilo del
cancer (Shiloh, 1995).

Los portadores heterocigos del gen ATM no presentan fa mayoria de los
problemas asociados a esta enfermedad, pero se ha reportado que presentan un
incremento en el riesgo de desarrollar varios tipos de cancer (Thorstenson y col.,
2003; Pierce y Preston, 1996), especialmente de mama (Swift y col., 1991). El
desarrollo de cancer en los heterocigos de ATM es muy controversial, debido a
que existen publicaciones que caracterizan al gen ATM como responsable del
desarrolio de cancer y existen otras publicaciones que se oponen a este

planteamiento.

Interesados por entender los efectos genotéxicos de la RI, y por la controversia
existente en la carcinogénesis de dosis bajas de la Rl y de la sensibilidad de los
heterocigos del ATM al desarrollo de cancer, decidimos evaluar la sensibilidad
individual de las heterdcigas del gen ATM expuestas a dosis bajas de RI en las
lineas linfoblastoides para el gen ATM con diferentes status genético (silvestres,

heterocigas y homaéciga).
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V. HIPOTESIS
Las lineas celutares linfoblastoides heterécigas para el gen ATM presentaran
diferencias en la sensibilidad a los efectos genotdxicos producidas por dosis bajas
de RI.

VI. OBJETIVOS

VI.1. General:

Conocer las diferencias en la sensibilidad producidas por dosis bajas de Rl en

tineas linfoblastoides heterocigas para el gen ATM.

Vi.2. Especificos:

1. Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad en lineas heterocigas para el gen

ATM wrradiadas con una dosis baja de RI.

2. Comparar la sensibilidad individual que presenten las lineas celutares
linfoblastoides a la Rl entre ellas y en relacién con una linea normal y una

homdéciga.



VIl. MATERIALES Y METODOS

VIL.1. Lineas Celulares.

Se utilizaron lineas celulares linfoblastoides con diferentes estatus genéticos para
el gen ATM:

Silvestre Heterociga Homociga
+/+ +/- /-
CHOC RHO /ATHSLA/ JHE JAT11LA/
24518 FBU /AT28LA/

L3 /AT36LA/

| FVA/AT36LA/
GM14 /GMO8436/
MHO

Cuadro 1. Lineas celulares linfoblastoides para ef gen ATM.

Linfocitos B humanos obtenidos de diferentes donadores AT, heterdcigos y un
individuo normal inmortalizados con el Virus Epstein Barr (VEB)/ nomenclatura
intemacional/. Donacion del Dr. Richard Gatti (USA - Centro Médico de UCLA).

2 Linea celular obtenida de un individuo sin antecedentes familiares para AT y
cuyos linfocitos fueron transformados en el laboratorio con el VEB.

VI1.2. Cuantificacion del Nomero Celular.

La poblaciéon celular se determind con el ensayo de exclusion por azul tripano
(Menéndez, 1997).

VII.2.1. Equipo

Camara de Neubauer, microscopio optico Zeiss.
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VI.2.2. Procedimiento

La determinacion del niumero de celulares viables se realizo utilizando el colorante
azul de tripano (Gibco,BRL), se tomd 20 pl de {a muestra celular y se mezclé con
900 ul del medio RPMI-1640 (Sigma) y 80 pl del colorante azul tripano (Gibco,
BRL) 0.4%. Las células se contaron en un hematocitémetro (camara de
Neubauer) y se calculd el porcentaje de células viables (refringentes) y el
porcentaje de células muertas (azules); Se contaron las célufas en un microscopio

optico utilizando el objetivo de 20X.

Se determind el Nimero Total de Célutas (NTC) mediante ta formula (Gonzales,
1990):

NTC (células/ml)= N° células/4 x 50 x 1/V

Donde:

N©° células= N° de células contadas en los cuatro cuadrantes.

4 = N° de cuadrantes de la camara de Neubauer.

50 = Dilucién reatizada de la muestra celular en el medio RPMI-1640 (1000:20)

V = Volumen de un cuadrado de la camara de Neubauer (0.1 pL = 1X10™ mL).
VII.3. Cultivo de las lineas celulares.

VII.3.1. Equipo:

Campana de Flujo Laminar Nuaire Clase Il tipo A/B3, incubadora con corriente de
CO, VWR Scientific Modelo 2400, centrifuga Beckman, microscopio invertido
Olympus CK2.

VII.3.2. Procedimiento:

En cajas multipozos estériles (Costar) se cultivaron 350 000 células de cada linea

celular en 1.5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Sigma) suplementado al 10%
(v/v) con suero fetal bobino (SFB; Gibco-Invitrogen), 1% de L-glutamina (Sigma),
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1% de aminoacidos no esenciales (Sigma) y 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco-Invitrogen). Se incubaron a 37 °C y 5 % de CO, durante el tiempo que se
realizd el experimento. En tubos conicos de poliproptleno de 1.5 ml (Eppendorf) se
colocd a las células de cada linea celular en un volumen de 200 pl de medio de

cultivo RPMI-1640 (Sigma) para realizar la irradiaciéon.

VIl.4. Condiciones de Irradiacion.

Vil.4.1. Equipo.

%0_y% cuyya actividad es de 0.5 mCi (medida

Se utilizé una fuente radiactiva de Sr
en agosto de 2002), con dos grupos de particulas 3, con energias maximas de
0.55 y 2.28 MeV, una vida media de 28.7 anos. El material utilizado para la
construccion del irradiador fue de acrilico, debido a que este material presenta
una densidad aproximadamente igual al del agua y es similar a los tejidos
biolégicos, por su numero atéomico bajo previene la emision de rayos X cuando el
material es irradiado con particulas beta. La fuente fue calibrada utilizando
solucién de Fricke (ver anexo 1) y dosimetros TLD-100 (Octubre, 2005). El
iradiador fue construido por el Fis. Rodriguez en el Instituto de Investigaciones

Nucleares de la UNAM', el esquema del imadiador se encuentra en el anexo 2.

La dosis recibida en la muestra biolégica sera el valor de la dosis nominal + 4.5%,
si usa distancias de irradiacion mayores o iguales a 2.6 cm, y 7% si usa distancias

de irradiacion menores a 2.6 cm (Rodriguez, 2003).

Vil.4.2. Procedimiento.

Las lineas celulares linfoblastoides se expusieron a una tasa de dosis de 6.95 x
10 1 5% Gy/min, a una distancia entre ia fuente radiactiva y el tubo de irradiacién
de 2.0 £ 5.6% cm y a una dosis total de 0.12 + 7.5% Gy. Para poder experimentar

con estas condiciones, se corrigio el tiempo de irradiacion, de la siguiente manera:

" A Rodriguez Laguna. Disefio, Construccion y Caracterizacion Dosimetrica de un Irradiador de Bajas Dosis
para Muestras Biolégicas. Tesis de Licenciatura, director de tesis: Ing. F. Tturbe Hermann.
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A.- La ecuacién que describe el decaimiento de cualquier fuente radiactiva, esta
expresada matematicamente, por la siguiente relacion exponencial (Rodriguez, A.
2003):

Donde.

N = Numero de nucleos radiactivos después de transcurrido un tiempo t.
Nop = Nimero de nicleos radiactivos al inicio.

t 72 = Vida media de la fuente (28.7 anos = 345.48 meses)

t = Tiempo.

En la expresién 1 se puede observar que el termino exponencial funciona como
un factor de correcciéon. A continuacion se presenta el valor de dicho factor, para

nuestro caso particular:

~ 2.01x10 meses™" 1

fc=e

Donde:

f. = Factor de correccion.

t = Tiempo medido en meses, que fueron trascurridos desde diciembre del 2002
(construccion del irradiador) a agosto del 2005 (inicio de experimentos) fueron 32

meses.

- 2.01x107> meses ! (32mneses)
f,= €

f. =0.938
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B.- Se determin¢ el tiempo de irradiacion para 0.12 Gy (120 mGy) a una distancia

de 2 cm:

- Segun la tabla de dosis y tiempos de irradiacion necesarios para acumular
las dosis (ver anexo 3). Para 100 mGy (0.1Gy) a una distancia de 2 cm se
debe de irradiar 13 min 30 s (810 s).

- Para conocer el tiempo de irradiacion a 0.12 Gy, se calculé:

2=972s

C.- Se conoce el factor de correccion (£;) de decaimiento de la fuente y el tiempo

de irradiacion a 0.12 Gy (Z), se calcul6 el Tiempo Corregido de Irradiacion (TCl):

TCl=2Zf,
TCl =972 5 /0.936
TCI=1038.46s

TCt=17min 18 s

D.- De esta manera para una distancia de 2.0 + 5.6% cm el tiempo de exposicion

de las células fue de 17 min 18 s para obtener una dosis de 0.12 + 7.5% Gy.

VIi.5. Evaluacion del Efecto Citotoxico de la Radiacion lonizante.

La citoloxicidad de la Rl en las lineas celulares linfoblastoides para el gen ATM se
evalué al determinar el porcentaje de sobrevida celular, utilizando el método
diferencial de tincion de diacetato de fluoresceina y bromuro de etidio (FDA/BrE)
(Aeschbacher y col., 1986) que permilid visualizar tanto a células vivas en color
verde por el FDA como las muertas en color rojo por el BrEt, al exponerlas a una

luz de excitacion de 530-550 nm.
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VIL.5.1. Equipo.

Microscopio Olympus de fluorescencia con luz de 530-550 nm Exitacion/590 nm

Emision, espejo dicromatico 570 nm.

VILS. 2. Procedimiento.

La viabifidad con FDA/BrEt se midié en una mezcla de 1:1 (v/v) del resuspendido
celular, del cual se tom6 una alicuota de 25 pl mas 25 pl de una soluciéon que
contiene 30 Pt de FDA en acetona (5 pg/ml), 200 ul de BrEt en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) (200 ug/ml) y 4.8 ml de PBS (ver anexo 4). Esta
mezcla fue distribuida homogéneamente sobre una laminilla y se observd en un
microscopio de fluorescencia con un filtro amarillo (MF) utilizando el objetivo 20X,

contando 300 células por la sefial fluorométrica.

VIL.6. Evaluacién del Efecto Citostatico y Genotdoxico de la RI.

Utilizando la técnica de micronucleos se evaluaron biomarcadores de citotoxicidad
y dafio al ADN (Fenech, 2000; Gutiérrez y Hall, 2002). Para evaluar el efecto
citostatico de la Rl se determiné el indice de Divisién Nuclear (IDN) (Fenech,
2000), que se calculs analizando 200 células (N) y se determiné la frecuencia de

las células mononucleadas (CMN), binucleadas (CBN) y polinucleadas (CPN).

Se utilizd la siguiente formula:

IDN = [CMN +2 (CBN)+3 (CPN)] / N

Para la evaluacion del efecto genotéxico de la RI, se analizé la frecuencia de MN
en un total de 1000 CBN por laminilla (Fenech y Crott, 2002).
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VIL.6.1. Equipo.

Microscopio 6ptico Olympus, modelo BH2.

Vil.6.2. Procedimiento.

A las 24 horas de iniciado el cultivo e inmediatamente después de la exposicién a
la RI, se adicioné una conceniracion final de 6pg/ml de Cyt-B (Sigma) de una
solucién stock de 2 mg/ml en Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma) a cada cultivo
celular. Las célutas fueron cosechadas a las 48 horas de iniciado el cultivo, por
centrifugacion (a 1200 rpm por 10 m) y fijadas con metanol/acido acético glacial
(Merk) (3:1). Las células fijadas se colocaron en un portaobjetos frio previamente
humedecido con agua, y se colorearon con la tincion Giemsa (Merck). Se inicié la

evaluacién de las células en el microscopio con el objetivo de 100X.

51



VIN. ANALISIS ESTADISTICO

. Todos los experimentos fueron realizados por tres veces en pruebas

independientes.

. Para la evaluacién de los datos se utiliz6 el paquete estadistico SPSS

version 12,

. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA), la prueba de Tukey con el 95%
de confianza y la prueba t-Student para determinar la diferencia de medias
entre el grupo control y el grupo irradiado de cada linea celular

linfoblastoide para el gen ATM.

. Se consideraron valores de *p<0.05 (significativo) y **p<0.01 (altamente

significativo).
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IX. RESULTADOS

En el presente estudio se utilizaron nueve lineas celulares linfoblastoides del gen
ATM, ocho de ellas fueron donadas al laboratorio por el Dr. Richard Gatti. Una fue
obtenida transformando con VEB los linfocitos de un donador sin antecedentes

familiares de padecimientos genéticos 2451 (+/+).

De las lineas donadas por el Dr. Gatti, la linea CHOC tiene el gen ATM silvestre
(+/%), las lineas RHO, FBU, L3, FVA, GM14 y MHO son heterdcigas (+/-) y 1a linea
JHE fue obtenida de un paciente que sufria de AT y por lo tanto es hombciga
recesiva (-/-). Las iineas celulares MHO y GM14 no proliferaron al cultivarlas.
Algunas de las caracteristicas moleculares de las lineas celulares linfoblastoides

para el ATM se presentan en el cuadro 2.

Para determinar las condiciones de irradiacion nos basamos en los resultados
obtenidos en experimentos anteriores en el laboratorio?. Se eligié una dosis de
0.12 Gy para realizar los estudios de citotoxicidad, citostaticidad y genotoxicidad

en las diferentes lineas.

Para obtener esta dosis se corrigio el tiempo de irradiacién de acuerdo al tiempo
de decaimiento del radiontclido (materiales y métodos), determinandose 17 min
18 s como tiempo total de exposicién de las células a la fuente radiactiva a la

distancia escogida.

7 D. Mata Lopez, Susceptibilidad genética a dosis bajas de radiacion ionizante, Proyecto de tesis doctoral,
directora de tesis: Dra. P. Ostrosky Shejet.
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'r Cambio Cambio
Nombre EStaqO Nombre de Ne de N®
Comuin | Genético | Cientifico Mutacion Intrdrn/Exén 1 nucledtido | Nucledtide | Coddn | Cododn | Consecuencias Pa¢
RHO +/- ATHSLA -- -- - - -- - --
IVS816-10T>G 17 T>G IV518-10 INS3 750 INGONT AT
F8uU +/- AT28LA 8494C>T
60 C>T 8494 R>C 2832 7 AT
L3 :
+/- { AT139LA 103C>T 5 C>T 103 R>X 35 T AT
FWVA,
+/- AT36LA 1110DELC 11 DELC 1110 D=X 370 T AT
JHE
A AT11LA | IVS32-12A>G 32 A>G | IVS32-12 | V>l | 1538 FS,.T AT

Cuadro 2. Caracteristicas de lineas celulares linfoblastoides del ATM.



Utilizando la tincién dual de FDA/BEEt se determinaron los efectos de 0.12 Gy en

las diferentes lineas celulares que se aprecian en la figura 7.

% DE SOBREVIDA

10
100

90 | -
80 |
70 -+
60 |
50 - -
40 -
30 -
20 .

10 -

CHOC +/+ 2451 +/+ RHO +/- FBU +/- L3 +/- FVA +/- JHE -/-

LINEAS CELULARES

mC ® Rl

Figura 7. Porcentaje de la sobrevivencia celular con respecto al grupo control (C),

de siete lineas linfoblastoides por condicién alélica del gen ATM: silvestre (+/+),

heteréciga (+/-) y homdéeiga (+/-) expuestas a la radiacién ionizante (RI) de Sr%-

Y* a una dosis de 0.12 @Gy. Cada barra representa ol promedio de tres medidas

independientes.

La dosis utilizada no produjo una disminucién estadisticamente significativa en el

porcentaje de la sobrevida celular de los grupos experimentales en comparacién a

los grupos controles. Las siete lineas celulares presentaron un porcentaje de

sobrevida superior al 80%.

En la evaluacién del efecto citostatico y genotdxico de 0.12 Gy de RI se utilizé la

técnica de MN con Cyt-B. Para la determinacion del efecto citostatico se calculd el
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porcentaje de células mononucleadas, binucleadas y polinucleadas en un total de

200 células y se obtuvo el indice de Divisién Nuclear (IDN).

La comparacion de los IDN del grupo experimental con el grupo control mostré
que 0.12 Gy no alterd significativamente el IDN en ninguna de las lineas
evaluadas, es decir la dosis de 0.12 Gy no tuvo un efecto citostatico en las lineas

linfoblastoides, como se observa en la figura 8.

CHOC +/+ 2451 +/+ RHO +/- FBU +/- L3 +/- FVA 3/- JHE -/
LINEAS CELULARES
BC E Rl

Figura 8. El indice de Divisién Nuclear con respecto al grupo control (C), de siete
lineas linfoblastoides por condicién alélica del gen ATM: silvestre (+/+), heteréciga
(+/-) y homéciga (+/-) expuestas a la radiacién ionizante (Rl) de 5r*-Y*® a una
dosis de 0.12 Gy. Cada barra representa el promedio de fres medidas

independientes.

Para evaluar la genotoxicidad se determiné el numero de MN en 1000 células
binucleadas por linea celular y se comparé el grupo experimental con el grupo
control. Aunque tuvo un incremento en la frecuencia de MN en las lineas
silvestres (+/+) CHOC y 2451 para el gen ATM no fue significativo. En las lineas

heterécigas (+/-) el comportamiento fue heterogéneo, se observé que FBU
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presentd una diferencia significativa de los MN (p<0.05) y RHO una diferencia
altamente significativa de los MN (P<0.01). Sin embargo, en las otras dos lineas
heter6cigas L3 y FVA no se observaron diferencias en la induccién de los MN. En
la linea homéciga recesiva (-/-) JHE se aprecia una diferencia altamente

significativa de MN (p<0.01).

Esto nos indica que las lineas silvestres no fueron sensibles al efecto genotéxico
de la RI, la linea celular homéciga y dos de las lineas heterécigas para el gen
ATM fueron sensibles al efecto genotdxico de las particulas B a una dosis baja de
0.12 Gy, tal como se observa en la figura 9.

100 -- —_—

C8N con MN /1000 CBN

CHOC +/+ 2451 +/+ RHO +/- F8U +/- L3 +/- FVA +/-

LINEAS CELULARES
®mC BRRI

Figura 9. Frecuencia de micronucleos (MN) en 1000 células binucleadas (CBN)
con respecto al grupo control (C), de siete lineas linfoblastoides por condicién
alélica del gen ATM: silvestre (+/+), heteréciga (+/-) y homéciga (+/-), expuestas a
la radiacién ionizante (Rl) de Sr*°-Y®® a una dosis de 0.12 Gy. Cada bama
representa el promedio de tres medidas independientes (*p<0.05) y ("*p<0.01).
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X. DISCUSION

Existe una gran cantidad de informacion de los efectos en la salud ocasionados
por la RI, particularmente en la induccion del cancer y de efectos hereditarios. A
nivel celular la Rl es capaz de causar mutaciones puntuales y rompimientos
cromosoémicos en cuaiquier fase del ciclo mitético o meidtico, por lo que se le ha

clasificado como un agente mutagénico y carcinogénico (Brandan y col., 1991).

La RI afecta ai ciclo celular en los puntos de control G1/S y G2/M, la situacion
mas critica se ha observado en la fase G1 ya que la célula irradiada no se detiene
a reparar antes de una nueva replicacion, dando como resultado una replicacién
defectuosa en el ADN y como consecuencia inestabilidad cromosémica (Kastan y
col., 1992; Morgan y Kastan, 1997).

Diversas investigaciones han brindado la estimacién del riesgo relativo de la
exposicion a dosis altas y a dosis bajas de Rl (Rothkanm y Lobrich, 2003). La
estimacidn de los dafios a la salud producidos por la exposicion a dosis bajas se
basd en extrapolar los datos obtenidos a dosis elevadas, utilizando el modelo
lineal sin umbral (Muller, 1954). Este modelo asume que la respuesta celular,
incluyendo la reparacién del ADN, opera eficientemente igual a dosis altas y a
dosis bajas de la RI (UNSCEAR, 2000). Posteriormente la ICRP rechazé este
modelo, debido a que no era el modelo mas adecuado para reflejar los efectos en
la salud de dosis bajas. Actualmente se plantean varios modelos mediante los
cuales se pretende predecir los efectos en la salud de dosis bajas de RI (Brenner
y col., 2003; Pierce y Preston, 1996).

En el presente estudio se evaluaron los efectos de dosis bajas de las particulas {3,
para ello se utilizd una fuente radiactiva de Sr*°-Y*°. El isotopo radiactivo Sr*° se
utiliza en radioterapia para el tratamiento de algunas lesiones cutaneas
superficiales (Vulpis, 1984), es inestable y decae en Y®, a través de particulas R
negativos (electrones), que son consideradas de baja transferencia lineal de
energia (LET) y causa ligera ionizacion en su trayectoria. Sin embargo, la

informacion sobre el efecto genotodxico de este radioelemento es insuficiente.
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Como modelo celular utilizamos a la Ataxia Telangiectasia (AT), que es un
Sindrome de Inestabilidad Cromosomica (SIC), al igual que el Sindrome de
Bioom, Sindrome de Nijmegen, Anemia de Fanconi, entre otros. Las condiciones
homocigas y heterécigas de los SIC permiten establecer gradientes de
sensibilidad ante el tratamiento con agentes quimicos vy fisicos (RI) con respecio a

la naturaleza alélica normal de los genes.

Las células derivadas de los pacientes con AT se caracterizan por su extrema
sensibilidad a la R, por fo cual constituyen un modelo adecuado para evaluar los

efectos genotéxicos de dosis bajas de radiacién ionizante.

En el presente estudio planteamos evaluar las diferencias en la sensibilidad a los
efectos citotoxicos, citostaticos y genotdxicos de dosis bajas de particulas B,
utilizando como modelo de estudio a las lineas linfoblastoides del gen ATM:

silvestre (+/+), heteréciga (+/-) y homaociga (-/-).

Nuestros resultados en la prueba de sobrevida celular y de proliferacion celular
(IDN) mostraron que el tratamiento con 0.12 Gy no tuvo efeclos citotdxicos ni

citostaticos en ninguna de las lineas celulares linfoblastoides evaluadas.

La misma dosis no indujo un incremento en la frecuencia de MN en las lineas
silvestres (+/+), pero la linea homodciga recesiva (-/-) mostré un incremento
significativo en la cantidad de MN (p<0.01). De manera interesante, de las cuatro
lineas heterécigas (+/-) Unicamente en dos de éstas (FBU y RHO), se observé la

induccién significativa de MN (p<0.05 y p<0.01 respectivamente).

Los datos obtenidos muestran, como era de esperarse, que la linea homéciga
recesiva (-/-) tenga una alta sensibilidad a la RIl. Sin embargo, también dos de fas
lineas celulares linfoblastoides heterécigas en el gen ATM mostraron ser
sensibles a la dosis baja utilizada de RI. Estas diferencias en la sensibilidad al
efecto de la Rl se deben a que en las células homdcigas recesivas, como bien se
sabe, ATM no es funcional. En el caso de los heterdcigos se hace evidente que
en dos de las lineas ATM si es funcional mas no en las que se comportan como si

fueran homécigas recesivas.
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En los pacientes con AT (-/-) se ha observado que la inestabilidad genémica
origina la alta sensibilidad a la Rl (Kastan y col., 1992; Beamish y col., 1996) y
que al ser expuestas a Rl sus células exhiben un elevado nivel de MN cuando se
comparan con las células control (Halozonetis y Shiloh, 1999), sugiriendo que la
pérdida del ATM es la responsable de la inestabilidad genética y consecuente del

desarrollo de cancer (Gatti y col., 2001).

Las diferencias en la sensibilidad de las lineas celulares heterocigas de ATM al
efecto genotdxico de la RI, se pudieran explicar por diferencias en el tipo de
mutacién, que origina cambios conformacionales en {a estructura, en la activacion
de la funcidn cinasa o en la estabitidad de la proteina ATM (Khanan vy col., 1995;
Angele y col., 2003). La mutacién mas frecuente observada en ATM es de tipo

delecién, que transcribe principalmente proteinas truncadas (Lavin y col., 2004).

Es importante mencionar que los heterocigos del ATM fenotipicamente no
presentan alteraciones en las funciones reguladas por ATM, aunque si tienen
predisposicion a ciertos tipos de cancer (Easton, 1994) y consideramos que los
individuos heterécigos con mutaciones similares a las que tiene (RHO), podrian

ser los de mas alto riesgo para desarrollar cancer.

Barquinero y col. (1993) encontraron un efecto lineal entre la dosis y el numero de
cromosomas dicéntricos al utilizar dosis mayores que 0.1 Gy, observaron
diferencias interindividuales en sus muestras y reportaron que éstas posiblemente
se deban a la susceptibilidad individual y a diferencias en la capacidad de
activacién de las enzimas de reparacién del ADN. En otro estudio Menéndez y
col. (2001) encontraron que las células heterécigas eran las mas sensibles a fos
efectos citotéxicos del As y que existieron diferencias en las curvas de sobrevida
de las heterocigas evaluadas, indicando diferencias individuales en la

sensibilidad.

A los portadores heterdcigos del gen ATM (0.35 - 1% de la poblacion) se les
asocia con una elevada sensibilidad a la Rl, y con una alta predisposicién al
cancer (Thorstenton y col., 2003; Pierce y Preston, 1996). La sensibilidad de los
heterécigos del ATM sugiere la haploinsuficiencia de ATM, que es lo que

promueve la oncogénesis (Lavin y col., 2004).
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Gatti y col, (2001) propusieron que la susceptibilidad al desarrollo de cancer
pudiera estar relacionada con la existencia en la poblacion de dos grupos de
heterécigos para el gen ATM y por lo tanto dos fenotipos proteicos distintos. Se
ha determinado que dentro del grupo ATM heterdcigo, una poblacién presenta
mutaciones sin sentido que resultan en la sintesis de una proteina truncada o
incompleta, la segunda poblacién son producto de una mutacién de cambio de

sentido, que son los que presentan mayor predisposicion al cancer radioinducido.

El riesgo de los individuos heterdcigos de sufrir cancer es aun tema de debate.
Mientras que algunos autores como Gatti y col. (2001), Swift y col. (1991), Athama
y col. {1996) y Angele y Hall (2000) presentan evidencias de la sensibilidad de los
heterécigos del gen ATM, al desarrollo de cancer radioinducido, especialmente al
desarrollo de cancer de mama, otros autores como Pippard y col. (1988) y
FitzGerald y col. (1997) no encuentran predisposicién genética para el desarrollo

de cancer radioinducido.

Los datos obtenidos en el estudio plantean el que células provenientes de algunos
individuos heter6cigos en el gen ATM pueden ser mas sensibles a los efectos
genotoxicos de dosis bajas de radiacion ionizante y que entre los individuos
heterocigos existen diferencias individuales en la sensibilidad a los efectos

genotoxicos.

No sabemos cuales son las consecuencias de estas diferencias a nivel clinico. Sin
embargo, queda claro que es necesario conocer mejor estos efectos ya que seria
bioldgicamente posible que los individuos heterocigos sean mas sensibles a la
induccion de dano genotdxico por las dosis bajas de Rl que se emplean en el
diagnéstico como en el caso de la mamografia y que su utilizacién repetida
pudiera representar, mas que una deteccibn temprana, la induccidon de

transformacién maligna para los individuos sensibles.

Es importante sefalar que fa dosis utilizada en nuestro estudio fue de 0.12 Gy,
que es 40 veces mas que la dosis utilizada en una mamografia que es de 0.003
Gy por exposicion. En el caso de radiografias de térax se utilizan dosis de 0.0015

Gy (proyeccion lateral) y 0.0004 Gy (proyeccion posteroanterior) que
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repraesentarian 80 y 300 veces menos respectivamente, en comparacién a la dosis
utilizada en este estudio (NOM 157-SSA1, 1996; Parry y coi.,1999).

Cabe mencionar que en muchos casos las pruebas diagnésticas radioldgicas no
se realizan una sola vez, y que los efectos de ta radiacién son acumulativos. Por
lo que, se requieren estudios que evallen los efectos a exposiciones repetidas.
Ademas en el presente estudio se estudiaron sélo cuatro lineas linfoblastoides
heterbcigas, que mostraron diferente sensibilidad a los efectos genotdxicos de las
particulas & a dosis de 0.12 Gy. Es evidente que se requiere evaluar un mayor
numero de muestras que pudieran indicar una mayor variabilidad y la existencia
de una sensibilidad a dosis bajas de RI, equiparables a las utilizadas por los

diversos métodos de diagnostico radiolégico.



XI. CONCLUSIONES

Por el analisis y discusion de los resultados expuestos en la presente tesis, las

conclusiones a las que se pudieron llegar son las siguientes:

1.

La irradiaciéon con 0.12 Gy de particulas & no produjo alteracion en la
viabilidad, ni en la proliferacion celular de las lineas linfoblastoides

silvestres, heterécigas y homaécigas para el gen ATM.

La irradiacién con 0.12 Gy de particulas B no indujo dafio genotéxico en las
lineas linfoblastoides silvestres CHOC (+/+), 2451 (+/+) y en dos de las
lineas heterdcigas L3 (+/-), FVA (+/-). En la linea homéciga recesiva JHE (-
/-), al igual que en dos de las lineas heterécigas RHO (+/-) y FBU (+/-), se

indujo dafo altamente significativo (p<0.01).

Los datos obtenidos muestran que con respecto a la genotoxicidad
inducida por dosis bajas de Rl las células heterécigas pueden comportarse
en forma similar a células silvestres o como células homécigas recesivas y

que éstas serdn mas sensibles a dosis bajas de radiacién ionizante.
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Xill. ANEXOS

Anexo 1. Solucién Fricke.

Reactivos:
Fe(NH4)o(SO4) ...ooovii . 0.196 g
NaCl ..., 0.03 g

Procedimiento:

Pesar y disolver los reactivos en 10 ml de H,SQO4 (0.8 N). Aforar a un volumen de
500 ml utilizando H»SO4 (0.8 N).
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Anexo 2. Esquema del Equipo de Irradiacion.
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Anexo 3. Tabla de dosis y tiempos de irradiacion necesarios para cada una de las distancias de irradiacion.

Dosis Distancia de irradiacién (cm)
{mGy)
1.6 2 2.5 3 3.5 4 ] 4.5
10 T B2s 1min21s 2minss | 2min56s 4 min 5min15s | 6mind0s
20 1min44 s 2min42s 4min 10 s 5min 44 s 8 min 10min30s | 13min20s
30 2min36s 4min3s 6mini5s | 8min48s | 12 min 15 min 45 s 20 min
40 dmin28s | 5min22s 8min20s | 11mind4s | 16 min 21 min 26 min 40 s
50 4m4n2¢)s 5] mlp 45 s 10 mfn 25% | 14 mfn 42s | 20 mfn 26 m!n 155 | 33 min QQ s
100 8mind0ds 13min30s 20min50s | 29min22s 40 min J_52 min 30 s 1 h 6 min
300 26 min 40min 30 s 1 h 2 min 1h 28 min 2h Z h 37 min 3 h 18 min
500 43 min20 s 1 h 7 min 1 h 44 min 2h26min | 3h20min 4 h 22 min 5 h 30 min
1000 1h 26 min 2 h 14 min 3 h 28 min 4 h 54 min 6 h 40 min 8h44rnin#{ 11h
’ 1500 2h33s 3 h 21 min 4 h 32 min 7 h 11 min 10h 13h6min | 16 h 30 min
| 2000 2h53min | 4h28min 6 h 56 min 9 h 48 min 13h 20 min | 17 h 28 min 22h

Rodriguez, A. 2003.




Anexo 4. Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS).

Reactivos:

NaCl ................. 49

KCl ..o 011g
NazHPO4 ............. 0.57¢g
KH2PO4 ............... 0.135¢g

Procedimiento:

Pesar y aforar a un volumen de 500 ml utilizando agua mlQ. La mezcla debe tener
elpHentre 7.2y 7.5.
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